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Max. Jaffe. 


Am 26. Oktober 1911, wenige Monate nach der 
Feier seines 70. Geburtstages, ist Max Jaffe gestorben, 
ein schwerer Verlust fiir die physiologische Chemie und 
auch fiir diese Zeitschrift, der er von Beginn an ein 
treuer Mitarbeiter war. Jaffe wurde am 25. Juli 1841 
in Griinberg in Schlesien geboren. Er studierte Medizin, 
widmete sich aber von Anfang an mit besonderer Vor- 
liebe der physiologischen Chemie, die damals ihren ersten 
vielversprechenden Aufschwung nahm. Ihr gehorte bereits 
seine Dissertation an, die er unter Kiihnes Leitung in 
Berlin anfertigte, und in der er die Beziehung der Hi- 
matoidinkrystalle, die man in alten Blutextravasaten findet, 
zu den Gallenfarbstoffen feststellte. Daneben aber war 
er als medizinischer Assistent in Berlin tatig und ging 1865 
als Assistent Leydens nach Kénigsberg. Dort ist er 
geblieben, zuniichst als Dozent fiir innere Medizin, von 
1872 an als zundchst auferordentlicher, spiiter ordent- 
licher Professor fiir medizinische Chemie und Pharma- 
kologie. 

In den meisten seiner Arbeiten hat Jaffe die Um- 
wandlungen verfolgt, denen chemische Koérper bei ihrem 
Durchgange durch den tierischen Organismus unterliegen, 
sei es, daB er kérperfremde Stoffe verfiitterte und Derivate 
von ihnen aus dem Harn isolierte, wobei er eine Reihe 
merkwiirdiger Synthesen und partieller Oxydationen be- 
obachtete, sei es, daB er dem Schicksal normaler Eiweif- 
bausteine nachging. Er hatte eine ganz besondere Fihig- 
keit, aus dem komplizierten Gemenge des Harns chemische 








































Individuen herauszufinden und zu isolieren, und die Entdeckung 
der Urocaninséure im Hundeharn und die Aufklérung iiber 
die Konstitution der Ornithursauren im Vogelharn sind Belege 
fiir die Sicherheit seines chemischen Arbeitens, die ihn Stoffe 
finden lief}, an deren Vorkommen niemand hatte denken kénnen. 
In der Ornithurséure fand er als erster ein Derivat einer Eiweib- 
base, die seitdem fiir die Erforschung der Eiweifchemie so 
auferordentliche Bedeutung erlangt hat, und fiir das Studium 
eines anderen Eiweifispaltungsproduktes, des Tryptophans, sind 
Jaffes Arbeiten iiber das Harn-Indikan bedeutungsvoll ge- 
worden. 

Ein besonderes Interesse hat Jaffe endlich dem Kreatinin 
gewidmet. Er entdeckte eine brauchbare Farbenreaktion, er 
schuf sodann eine bequeme quantitative Bestimmungsmethode, 
und er hat dann die Entstehung und Bildung des Muskel- 
Kreatins und seine Beziehung zu dem Harnkreatinin in einer 
grofien, erfolgreichen Arbeit erforscht, die in der Exaktheit 
der Untersuchung und der iiberlegten Anordnung der Versuche 
fiir seine Arbeitsweise charakteristisch ist. 

Die physiologische Chemie betrauert in Jaffe einen ihrer 
ersten Vertreter, der dann fast ein halbes Jahrhundert in ihren 
vordersten Reihen stand. 


Otto Cohnheim. 
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Uber Stickstoffretentionen und Stickstoffgleichgewicht bei 
Fiitterung von Ammoniaksalzen. 
Von 
Dr. E. Grafe, Privatdozent, und Dr. V. Schlaipfer, Ziirich. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1911.) 


Je mehr es gelingt, in die Vorgiange des intermediiren 
Stoffwechsels Einblick zu bekommen, desto erstaunter ist man 
iiber die auberordentlich weitgehende synthetische Leistungs- 
fahigkeit des tierischen Organismus. Es gilt dies vor allem 
fiir den intermediaren Eiweifistoffwechsel, tiber den gerade die 
Arbeiten der letzten Jahre manchen wichtigen Aufschluf8 ge- 
geben haben. 

DaB alles Organeiweifi aus den einfachsten Bausteinen 
(Aminoséuren) synthetisch im Organismus aufgebaut wird, 
wissen wir durch die wichtigen Arbeiten von O. Loewi, Abder- 
halden u. a. 

Die interessanten Untersuchungen von Knoop. und 
Embden haben gezeigt, dafi das synthetische Vermégen des 
Koérpers noch tiefgreifender sich erweist, indem er in der Lage 
ist, sich sogar die Aminoséuren selbst aufzubauen. Knoop!) 
fand némlich, dali nach Verfiitterung von y-Phenyl-a-Keto- 
butterséure beim Hunde die entsprechende Aminosaure in Form 
des Acetylderivates im Harne wiedererscheint. Die Versuche 
von Embden?) und seinen Mitarbeitern beziehen sich auf die 
Durchblutung von tiberlebenden Lebern. Es gelang auf diese 
Weise, Brenztraubensdure sowie Milchséure in Alanin iiber- 
zufiihren; und die alte, schwierige Frage, warum gerade die 
Kohlenhydrate so auSerordentlich stark den Eiweifansatz be- 
giinstigen, wird durch die nahen Beziehungen, welche zwischen 


') Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 489, 1910. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 29, S. 423, 1910. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, LXXVII. 1 
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kohlenhydratahnlichen Stoffen und synthetischer Aminosdure- 
bildung bestehen, einer L6sung naher gebracht. 

Durch diese wichtigen Untersuchungen von Knoop und 
Embden ist die Entstehung von Eiweibbausteinen aus Kohlen- 
hydrat bewiesen, und es erhebt sich die neue Frage: Ist der 
Organismus imstande, alle integrierenden Bausteine seines Proto- 
plasmas bei Gegenwart von Ammoniak und Kohlenhydrat- 
gruppen sich herzustellen, d. h. also wie die Pflanze aus NH, 
und Kohlenhydratgruppen Eiweif aufzubauen. 

Die erste Aufgabe zur Lésung dieser Frage ist die, zu 
untersuchen, ob verfiitterte Ammoniaksalze, die fiir gewOhnlich 
sofort in Form von Harnstoff ausgeschieden werden, unter 
bestimmten Bedingungen zum Teil oder ganz im Korper zurtick- 
bleiben und ob es gelingt, auf irgend eine Weise mit Ammoniak 
Stickstoffgleichgewicht zu erzielen. 

Vom praktischen Standpunkt aus haben sich landwirt- 
schaftliche Laboratorien schon seit einer Reihe von Jahren 
mit der Frage befafit, ob bei den Zuchttieren (sémtlich Pflanzen- 
fressern) Zugaben von Asparagin und Ammoniaksalzen einen 
giinstigen Einflu} auf den Eiweifstoffwechsel ausiiben. Die Er- 
gebnisse dieser zahlreichen Untersuchungen,!) von denen nur 
diejenigen von VOltz?) und O. Kellner#) hervorgehoben seien, 
waren sehr widersprechend. 

Die giinstigsten Resultate wurden in einigen Fallen mit 
Asparagin und Ammoniumacetat erzielt. Als Ursache des in 
solchen Fiillen retinierten Stickstoffs wird die Tatigkeit der 
Darmbakterien angesehen, die ja bei den Pflanzenfressern, speziell 
den Wiederkauern, eine sehr grofe Rolle spielen soll. Die Frage, 
ob nicht bei dieser Auffassung die Wichtigkeit der Darmflora 
zu hoch bewertet ist und ob die Versuche nicht auch eine 
andere Deutung zulassen, mag dabei offen bleiben. 

Als wir unsere Versuche, deren Beginn fast */4 Jahre 
zuriickliegt, bereits in Angriff genommen hatten, erschien eine 


') Literatur bei Peschek, Pfliigers Archiv, Bd. 142, S. 143, 1911. 
?) Ebenda, Bd. 112, S. 425,-1906, und Bd. 121, S. 126, 1908. 
*) Landwirtsch. Versuchsstation, Bd. 72, S. 437, 1900. 








Uber Stickstoffretentionen und Stickstoffgleichgewicht usw. 3 


Arbeit von Peschek,!) der beim Fleischfresser (Hund) die 
Frage der Beeinflussung des Stickstoff-Stoffwechsels durch Am- 
monacetat studierte. Er gab das Salz als Zukost zu einer iiber- 
reichlichen Nahrung mit verhaltnismafig hohem Stickstoffgehalt. 
Die Resultate waren einander auferordentlich widersprechend, 
in einigen Fiillen kleine Retentionen, in anderen grofe Stick- 
stoffverluste. Die Ursache fiir den wechselnden Ausfall der 
Beobachtungen war wohl, daf die Hunde sich meist nicht genau 
im Stickstoffgleichgewicht befanden, viele zeigten eine deutliche 
Tendenz zum Ansatz. Unter diesen Umstiinden ist, zumal bei 
sehr kurzen Versuchsperioden eine exakte Deutung der Resul- 
tate unmoglich. Die geringfiigigen Stickstoffretentionen, die in 
dem einen oder anderen Falle beobachtet wurden, fiihrt Peschek, 
iihnlich wie die friiheren Autoren, auf Bakterienwirkung zuriick. 

Nach zahlreichen, oft variierten Vorversuchen, deren Mit- 
teilung kein Interesse hat, erwies sich uns folgende Versuchs- 
anordnung zur Entscheidung der vorliegenden, wichtigen Frage 
am zweckmifigsten: Gewiahlt wurden solche Hunde, bei denen 
ein besonders grobes Eiweibansatzbediirfnis vorhanden war; 
wir nahmen deshalb junge wachsende Hunde, die wir 8—12 
Tage hungern lieben. Die Nahrung mufte das Nahrungsbe- 
diirfnis weit tibersteigen und vorwiegend aus Kohlenhydraten 
bestehen, der Eiweifigehalt durfte nur sehr geringfiigig sein 
und mubte weit unter der Menge der Abnutzungsquote (Kiweif- 
minimum bei der gewahlten Nahrung) liegen. 

Jeder Versuch zerfiel in mindestens 4 drei- und mehr- 
tagige Perioden: 

1. Vorperiode I (Hunger: Dauer meist 8 Tage). 

2. Vorperiode II: Darreichung der oben skizzierten kohlen- 
hydratreichen und eiweiBarmen Nahrung mit einem Brutto- 
kaloriengehalt von 100—150 Kal. pro 1 kg = 150—200°/o 
des Bedarfs, sie bestand im wesentlichen aus Stirke, Zucker, 
etwas Butter und wenig Bouillon. (Néheres in den Tabellen.) 
In dieser Periode stellte das Tier sich auf das relative Stick- 
stoffminimum ein. 


!) Pfliigers Archiv, Bd. 142, S. 143, Sept. 1911. 
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53. Hauptperiode: Der Hund bekam zu dem Futter der 
2. Vorperiode eine N-Zulage in Form von Ammoniumchlorid 
oder Ammoniumcitrat. Die Periode wurde so lange ausgedehnt, 
als den Tieren die Nahrung beizubringen war. 

¢. Nachperiode: Die Nahrung war die gleiche wie in 
der Vorperiode II. Der Zweck der Nachperiode war, zu unter- 
suchen: einmal, ob ein Teil des in der Hauptperiode retinierten 
Stickstoffs nach Fortlassen der Stickstoffzulagen wieder aus- 
geschwemmt wurde, und zweitens, ob und inwiefern sich das 
Stickstoffminimum gegeniiber der Vorperiode I] geandert hat. 
Bekanntlich stellt dies ja keine unverdnderliche Grobe dar, 
sondern pflegt wahrend der Fortdauer der gleichen Ernihrung 
weiter herabzugehen. Die Methodik gestaltete sich im einzelnen 


folgendermafen : 

Gewihlt wurden junge, wachsende, kriftige Hunde von 6—8'/2 kg 
(iewicht. Sie kamen in neue H. Meyersche Stoffwechselkifige. Zu Beginn 
jeder Periode wurden sie niichtern gewogen, gemessen und katheterisiert 
bezw. die Blase gespiilt. Vom téglichen Katheterisieren wurde abgesehen, 
da selbst, wenn die hintere Scheidenwand nicht gespalten wird. die Gefahr 
einer Cystitis, die unter allen Umstiinden vermieden werden mufte, bei den 
jungen Tieren zu grob ist. Da Periode nur mit Periode, nicht Tag mit 
Tag verglichen wurde, konnte ohne Beeintriichtigung der Genauigkeit der 
Versuche der tigliche Katheterismus unterlassen werden. 

Um jede Moglichkeit der Zersetzung des Urins im Uringlase zu 
vermeiden, enthielt dies stets konzentrierte Schwefelsiure. Der Kifig 
wurde tiglich morgens mit angesiiuertem Wasser griindlich ausgespilt 
und ausgespritz!. Der Stuhl wurde getrennt aufgefangen und gesammelt. 
Da die Tiere besonders bei den Versuchen mit Chlorammonium hin und 
wieder Durchfall bekamen, war eine Trennung natiirlich nicht immer 
moéglich. Es wurde dann der Stuhl durch Filtration des Urins und des 
Spiilwassers gewonnen, Bei diesem wohl nicht zu umgehenden Verfahren 
konnte natirlich nicht verhindert werden, daB ein Teil des Kotstickstoffs 
als Urinstickstoff gerechnet wird. Die Mengen, um die es sich dabei 
handeln kann, sind allerdings sehr klein. Hin und wieder besonders 
gegen Ende der Hauptperiode erbrachen die Tiere etwas. Auch hier ist 
natiirlich eine Trennung des Erbrochenen von Stuhl und Urin oft nicht 
modglich. Die festeren Bestandteile der Nahrung blieben natiirlich mit 
dem Kot, wenn solcher nicht getrennt gesammelt werden konnte, auf dem 
Filter zuriick, waihrend das Ammoniumsalz mit ins Filtrat ging. Wie die 
auferordentlich geringe Menge des Trockenkots (Filterriickstand) beweist, 
handelte es sich, wenn tiberhaupt, stets um sehr kleine Mengen erbrochener 
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Nahrung. An den Tagen, an welchen Durchfall und Erbrechen vorhanden 
war (vgl. die Tabellen), umschlieBt die N-Bestimmung im Harn also auch 
einen groBen Teil des nicht resorbierten Stickstoffs; die N-Werte im Urin 
stellen dann also Maximalzahlen dar, 

Die Nahrung bestand aus nahezu N-freier Weizenstirke, Rohrzucker, 
etwas Butter, einigen Tropfen eines verhaltnismafig eiweifiarmen Fleisch- 
extraktes (Cibil), etwas Bouillon, der noch 1—3 g Kochsalz zugesetzt wurde. 
In spiiteren Versuchen setzten wir. um fiir die Knochenbildung geniigend 
Salze dem Korper einzuverleiben, der Nahrung tiiglich noch ca. 5 g Knochen- 
asche hinzu. Die Gesamtfliissigkeitsmenge wurde, um mdglichst jede 
Schwankungen im Wasserhaushalt zu vermeiden, stets konstant mit 500 ccm 
gehalten (50 ccm Bouillon -- 450 ccm Wasser). Wurden in der Haupt- 
periode die Ammoniaksalze in Lésung zugesetzt, so wurde entsprechend der 
Menge Lésung Wasser fortgelassen. Bei den Chlorammoniumversuchen 
wurden gewohnlich die taiglichen Dosen vom gleichen chemisch reinen Vor- 
ral trocken abgewogen und der Nahrung zugesetzt, die durch Zusatz von 
einigen Tropfen verdiinnter Salzsaéure stets schwach sauer gehalten wurde, 
um Entweichen von NH, zu verhindern. Bei den Versuchen mit Ammonium- 
citralt wurde das Salz in geléster Form (schwach salzsauer gemachte Lésung 
chemisch reinen Ammoniumcitrats [Merck]) zugesetzt. 

Da eine stérkere Konzentration des Ammoniaks im Korper die 
Ausscheidung des Salzes als Harnstoff bef6rdern mubte, wurde die Nahrung 
(gewirmt und fein emulgiert) tiber 15—16 Stunden verteilt in kleinen 
2 stiindlichen Perioden gegeben. Die Nahrung wurde von fast allen Hunden 
gern genommen, nur wenn sie wochenlang hintereinander gegeben wurde, 
machte die Darreichung Schwierigkeiten. Meist gelang es aber auch dann, 
durch Fiitterung mit dem Léffel die Nahrung den Tiecren beizubringen. 
Auffallenderweise lief} trotz der Einténigkeit der Nahrung und ihrem sehr 
grofen Caloriengehalt der Appetit nur selten nach. 

In einzelnen Versuchen wurde den Hunden 3 ¢ Natrium bicar- 
bonicum taglich gegeben, um das Neutralisationsammoniak auf ein Minimum 
herabzudriicken. Es wurde entweder in kleinen Mengen unmittelbar vor 
der Darreichung der Nahrung dieser zugesetzt oder aber zwischen die 
einzelnen Nahrungsportionen in Oblatenform verabfolgt. Die letztere Form 
ist wohl zweckmiifiger, da, wenn der Hund die Nahrung nicht sofort friftt, 
die Méglichkeit des Entweichens kleiner Mengen von Ammoniak nicht 
auszuschlieBen ist. Die Urinstickstoffwerte, die wir an solchen Tagen, an 
denen die Nahrungszufuhr Schwierigkeiten machte, bekamen, haben wir 
im Hinblick auf diese mégliche Fehlerquelle mit einem Fragezeichen ver- 
sehen. Leider lief$ sich die Darreichung von Natrium bicarbonicum meist 
nicht lange fortsetzen, weil die Tiere, deren Darm ja so wie so durch 
die Ammoniaksalze etwas gereizt ist, zu leicht Durchfall bekamen. 

Fir die Stickstoffbestimmungen im Urin (stets Doppelbestimmungen 
nach Kjeldahl) wurden Urin und Spiilwasser gemischt und stets 25 bis 
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50 ccm der Gesamtmenge verascht, so daf die Titrationsausschlige immer 
sehr grobe waren. Am Ende jeder Periode wurde niichtern katheterisiert 
und die Blase gespiilt. 

Die Stuhlentleerung war meist auBerordentlich unregelmaBig ; manch- 
mal fehlte tagelang der Stuhl, dann kamen Perioden mit taglichen Durch- 
fiillen, letztere besonders bei den Chlorammoniumversuchen. 

Unter diesen Umstanden waren natiirlich tigliche Kotbestimmungen 
in exakter Weise nicht durchfiihrbar. Wir grenzten daher nur den Kot 
der einzelnen Perioden durch Karmin ab und verarbeiteten die einzelnen 
Stuhlportionen, die gleich nach Entleerung schwach angesiuert wurden, 
gemeinsam. Der Kot wurde auf dem Wasserbad bei gelinder Erhitzung 
getrocknet, gut pulverisiert und in dem Pulver Stickstoff und Wassergehalt 
bestimmt. Da wo in den Nachperioden Reis und kondensierte Milch 
gegeben wurde, war der chemische und kalorische Gehalt der Nahrung 
genau bekannt.') Dieselbe Fleischportion gleicher Zusammensetzung 
wurde mehrere Tage hindurch gereicht, der Stickstoffgehalt jeder Fleisch- 
sorte (es handelte sich stets um gebratenes Rindfleisch) wurde nach 
Kjeldahl bestimmt, als Kaloriengehalt wurde der Durchschnittswert fiir 
den Kaloriengehalt von 14 friiheren eigenen Verbrennungen ') von Rind- 
fleisch genommen. 

In der geschilderten Art haben wir im ganzen an 6 Hunden 
sechs 3-7 Wochen dauernde Versuche angestellt. Viermal 
wurden in der Hauptperiode tiiglich 0,5 g N in Form von NH,Cl 
gegeben, 1mal 1,0 N in der gleichen Weise und 1 mal 1,7 bis 
3,5 g¢ N als Ammoniumcitrat; wegen der Durchfille konnten 
von dem anorganischen Ammoniaksalz keine gréferen Mengen 
gegeben werden, auch bei dem organischen Praparat konnten 
wir liber 3,53 g N tiiglich (entsprechend ca. 20 g Ammonium- 
citrat) aus dem gleichen Grunde nicht hinausgehen. 

Die Protokolle von 3 derartigen Versuchen haben wir in 
Tabellenform am Schlusse unserer Arbeit mitgeteilt. Im Ver- 
such I wurden 0,5 g N, bei II 1,0, bei III 1,7—3,53 g N tag- 
lich als Ammoniumsalz gegeben; da vier andere Versuche mit 
0,5g N in ganz gleicher Weise verliefen wie der Versuch I, 
haben wir auf deren Wiedergabe verzichtet. Die Gliederung 
der Tabellen bedarf keiner besonderen Erliuterung. 

Die wichtigsten Ergebnisse beziiglich der N-Bilanz bringen 
die Stébe 14 und 15 der Tabellen. Die Menge des retinierten 
Stickstoffs wiihrend der Hauptperiode ist hier in Tab. I und II in 


1) Grafe und Graham. Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 33, 1911. 
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folgender Weise berechnet: das arithmetische Mittel der Durch- 
schnittswerte der tiiglichen N-Ausscheidung an den an die 
Hauptperiode angrenzenden 3—4 Tagen der 2. Vorperiode und 
der 1. Nachperiode stellt den N-Verlust des Koérpers bei der 
gleichen Nahrung wiihrend der Hauptperiode ohne N-Zugaben 
dar. Wiirde keinerlei Retention des in der Hauptperiode ver- 
fiitterten Ammoniakstickstoffs vorhanden sein, so wiirde in dieser 
Periode die Gesamtstickstoffabgabe des Koérpers die oben be- 
stimmte Gréfe um die Héhe der N-Zufuhr vermehrt haben. 

Die Betrachtung der in dieser Weise berechneten N-Bilanz 
zeigt, dafi in allen Versuchen erhebliche N-Retentionen statt- 
fanden: mit zunehmender Grofe der N-Einfuhr nahm die Hohe 
der absoluten Zahlen zu, die der relativen Werte (Prozente des 
eingefiihrten Ammoniaksalzes) ab. 

Von 0,5 ¢g N bleiben 50°/o im Kérper, von 1.0¢ N 
23°%/o, und mit den gréferen Mengen von N in Form 
von Ammoniumcitrat wurde sogar Stickstoffgleich- 
gewicht erreicht.') Die Frage, ob der retinierte Stickstoff 
nur voriibergehend vom Ko6rper zuriickbehalten wird und nach 
Fortlassen der N-Zulagen wieder ausgeschwemmt wird, laBt sich 
durch den Vergleich der N-Ausscheidung in der Vorperiode II 
und der Nachperiode | entscheiden. Ubereinstimmend in allen 
Versuchen sind nun diese Werte nahezu gleich oder in der 
Nachperiode niedriger (in Versuch I[ und III wird in der Nach- 
periode weniger, in Versuch II etwas mehr ausgeschieden als in 
der Vorperiode): eine irgendwie nennenswerte Ausschwemmung 
des retinierten Stickstoffs liegt also jedenfalls nicht vor. 

Sehr eigentiimlich und bemerkenswert ist das Verhalten 
des Kérpergewichts wahrend der Versuche (Stab 3 der Tabellen). 
Die Gewichtsabnahme wihrend der Hungerperiode schwankte 
zwischen 1,2 und 2.8 kg. 

Obwohl nun in der 2: Vorperiode die Uberernihrung mit 
der nahezu_ stickstofffreien Kost eine recht erhebliche war 
(150—200°/o des Bedarfs), blieb das Kérpergewicht entweder 


') Der tagliche N-Ansatz von 0,053 g in Hauptperiode I des 
Versuchs IfI ist wohl zu geringfiigig, um von entscheidender Bedeutung 
zu sein. 
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wie in Versuch II gleich oder es nahm (Versuch II u. III) um 
300 g ab. Es ist dies um so auffallender, als die Tiere wahrend 
des Hungerns meist nur sehr wenig Fliissigkeit aufnahmen und 
man daher Gewichtszunahbmen lediglich schon durch Wasser- 
retention erwarten sollte. Auferdem ist nach langerem Hunger 
das Ansatzbediirfnis der jungen Tiere ein besonders grofes. 
Wir finden also die merkwirdige Erscheinung, dab selbst bei 
starker Uberernihrung ohne Eiweif ein Ansatz offenbar nicht 
zustande kommt. Es scheint demnach fiir die Bildung von Re- 
servestoffen ein Gleichbleiben, bezw. eine Mehrung des Eiweif- 
bestandes des Organismus von grober Bedeutung zu sein. Naher 
soll heute auf diese wichtige Frage, die mit Respirationsver- 
suchen weiter verfolgt wird, nicht eingegangen werden. 

Wiihrend der Fiitterung mit Ammoniaksalzen kommt nun 
die Abnahme des Kérpergewichts zum Stehen, bezw. wenn 1,0gN 
und mehr gegeben wird, kommt es meist zu einer Gewichts- 
zunahme von 2—-300 g,!) die in der Nachperiode nach Aussetzen 
der Ammoniakzulagen sofort wieder eingebtib{t wird. Im Ver- 
such I, in dem das Tier in der 2. Vorperiode ausnahmsweise 
nicht abnahm, betrug der Gewichtsverlust in der Nachperiode 
sogar in 3 Tagen 480 g. Die Betrachtung der Fliissigkeitsbilanz, 
die man zur Erklirung heranziehen kénnte, gibt keinen ge- 
niigenden Aufschluf. 

Es liegt daher nahe, diese typischen Veranderungen 
des Gewichts nicht mit Schwankungen im Wasserhaushalt, 
sondern vielleicht mit Gewebsansatz bezw. Speicherung von 
Reservestoffen in Beziehung zu bringen. Man koénnte zu der 
Vorstellung gelangen, dafi in der Hauptperiode Eiweifi gespart 
wird, und daf darum die Speicherung von Reservestoffen eher 
moglich ist. 

Die entscheidende Bedeutung des Eiweifbestandes der 
Zelle fiir den Gewichtsansatz geht wohl am klarsten hervor 
aus dem Verhalten des Gewichts in der Hauptperiode IV in 
Versuch Il (Hund Ami). 

') In der Hauptperiode II des Versuchs III findet wohl wegen 
Durchfalls und oft nicht geniigender Nahrungsaufnahme eine Gewichts- 


abnahme statt. 


ey 


peter: 
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Obwohl in diesem Zeitraum der Kaloriengehalt der Nahrung 
nur 90 Kalorien pro 1 kg betrug bei einer Eiweifieinfuhr von tiig- 
lich ca. 3 g N, stieg das Gewicht in 9 Tagen um 1,4 kg, wiihrend 
es bei demselben ‘Tiere bei einer Zufuhr von 150 Kalorien pro 
Kilogramm bei minimalem Eiweifgehalt der Nahrung in 4 Tagen 
um 300 g abnahm (Vorperiode II). 

Mit Sicherheit kénnen wir heute nur folgendes 
behaupten: Die Futterung von Ammoniaksalzen fiihrt 
zu einer z. T. recht erheblichen Retention von Stick- 
stoff (ca.16,4g NimVersuch III). Mit gréBeren Mengen 
Ammoniumcitrat gelingt es sogar, fiir lingere Zeit 
ein Stickstoffgleichgewicht zu erzielen. Gleichzeitig 
steigt meist das Kérpergewicht, wihrend bei der gleich 
starken Uberernihrung ohne Zusatz von Ammoniak- 
salzen sehr erhebliche Gewichtsabnahmen die Regel 
sind. Eine nachtragliche Ausschwemmung des re- 
tinierten Stickstoffs in irgendwie nennenswertem 
Mabe findet nicht statt. Soweit die Tatsachen. 

Es entsteht nun die Frage, wie diese Stickstoffretentionen 
zu deuten sind. 

Uns scheinen im wesentlichen drei Auffassungsméglich- 
keiten zur Diskussion zu stehen. 

1. Es handelt sich lediglich um eine Retention, entweder 
in Form von Harnstoff oder in Form der einen oder anderen 
Aminosaure. 

2. Der Stickstoff ist in Form von Eiweif} in den Organis- 
mus tibergegangen, die Eiweifsynthese ist aber nicht von den 
KOrperzellen, sondern von den Darmbakterien ausgefiihrt worden. 

3. Der Organismus selbst hat aus dem Ammoniak und 
den im Uberschu8 vorhandenen kohlenhydratartigen Gruppen 
synthetisch Eiweil) aufgebaut. 

Gegen die erstskizzierte Auffassung scheint uns zu sprechen, 
dafi der retinierte Stickstoff in den Nachperioden nicht wieder 
erscheint und dali das merkwiirdige Verhalten des Gewichts 
durch diese Annahme unerklirt bleibt, denn obwohl der Stick- 
stoff weiter retiniert wird, fillt in der Nachperiode das Gewicht 
wieder stark ab. 
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Die zweite Deutung stoft darum auf grofe Schwierig- 
keiten, weil im Darme des Fleischfressers die Bakterien keine 
so grofe Rolle spielen. Vor allem kennen wir dort keine 
Bakterien, die etwa analog den von M. Miiller untersuchten 
Pansebakterien') als Stoffwechselprodukt Eiweif ausscheiden, 
das aus Amiden aufgebaut wurde. 

Man miifte sich also vorstellen, da’ das retinierte Am- 
moniak von Darmbakterien aufgenommen, in ihnen zu Eiweif 
synthetisiert wird, und dafi dann dies Eiweifi nach dem Ab- 
sterben der Bakterien vom Darm aus resorbiert wird. Sehr 
geringfiigige Stickstoffretentionen kénnten auf diese Weise viel- 
leicht erkliirt werden, aber ob diese Hypothese ausreicht, z. B. eine 
Retention von ca. 16,4 g N (entsprechend etwa 400 g Korper- 
eiweil}) (wie in Versuch III) begreiflich zu machen, scheint doch 
recht fraglich zu sein.?) 

Fiir die dritte Erklarung, dafi aus dem Ammoniak und den 
Kohlenhydratkomplexen Eiweif vom Korper synthetisch her- 
gestellt worden ist, lassen sich folgende Griinde anfiihren: 

Erstens ist eine dauernde Retention grdferer Stickstoff- 
mengen bei verhiltnismabig sehr kleiner N-Einfuhr ohne bio- 
logische Verwertung bei Tieren mit gesundem Gefaéfsystem 
und Nierenapparat etwas auffallend. Zweitens ist durch die 
wichtigen Arbeiten von Knoop und Embden usw. die theo- 
retische Moéglichkeit fiir derartige Synthesen zweifellos gegeben. 
SchlieBlich wiirde auf diese Weise das merkwiirdige Verhalten 
des Gewichts befriedigend erklart werden, denn Versuch III 
zeigt, dali eine das Nahrungsbediirfnis tiberschreitende Nahrung 
nur dann zum Gewichtsansatz fiihrt, wenn sie eine die Ab- 
nutzungsquote des Korpers (Rubner) tbersteigende Menge 
Eiweifi enthalt. 

Nach der bisherigen Lage der Dinge halten wir die zu- 
letzt skizzierte Deutung fiir die richtige. 

Bei der grofen Schwierigkeit und Wichtigkeit der vor- 


') Pfligers Archiv, Bd. 112, S. 112, 1906. 

?) Anmerkung bei der Korrektur 28. I. 12. Hund III hat seit 27. XI. 
abgesehen von den kleinen taglichen Mengen von 0,1 g noch keinen Ei- 
weiBstickstoff erhalten und macht einen durchaus gesunden Eindruck. 
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liegenden Frage scheinen jedoch zur Erbringung eines sicheren 
zwingenden Beweises weitere Untersuchungen noch notwendig. 
Wir sind damit noch gegenwartig beschiiftigt und méchten daher 
heute auf die Deutung der Stickstoffretention und die Be- 
sprechung der wichtigen Arbeiten von Abderhalden, Cole, 
Hopkins, Osborne usw., insbesondere iiber die Bedeutung 
des Tryptophans fiir den Eiweifaufbau noch nicht weiter 


eingehen. 
(Die Versuche siehe Seite 12 u. f.) 
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Versuch I. Fox, miinnlict | 
1 2 | 38 | 4 | 5 | * | 9 | 8 , | 
Ver- | Ge |T™]} zusammen. | Flissig- | NGe- | Kalo- | Zulager 
suchs-| Datum Bett . | pera- | keits- | der | rien zur 
| | wicht | | setzung | | Nah- 
tag tur | | zufuhr rung pro | Standard. 
Nr. 1911 | ing | °C. | cer Nahrung - eem | 8 1 kg kost 4 
| nur wenig | «| 
-3. F 2.—5. X. 10000 | 38,5 | Hunger | Wasser 0 ~ — 
~ ; mm | | ee 
4. | 5.—6. | 9500) 38,4, > |} > Siwi wv 2 
5. | 6—7. | 9300) — | : — Oise 
6 itt 7 we | “eu ; ‘ ae a 
7 8-9 | — 7 _ > o | - ~ 
8. | 9.10. es J » ; 0 oe oar f 
= ; a | | 
Q -_ 7 . 125 g W tarke | 3; ; 
10.—11 00 | 38. 6 125 he cizenstiirke | 350 | 0,072! 5a. 100 0 & 
| + 10 g Butter + 5Tr.| | / Ral | 
| \Cibils Fleischextrakt | 
| | | oe eon | | 
| | | eee E nal 
10, |11—12. | — | — | do. 350 | 0,075,» ( 
1. |12—13. | — | — | » 350 | 0.0725» ( 
12. |13—14.; — | — | ; 500. | 00725» | 0) 
13. |14—15. | — | — > 500 |0,0725) » | 0 
4. |15—16. | — | — , 500 |0,0725, > | 0 
15. | 16.—17. | 7200] — ; 500 | 0,0725) > 0 
| 
6. 17-18. | — | — | > 500 | 0,0725) » | 0 
a on : 500 |0,0725) >» | 0 
18. | 19.—20. | ale — | » | 500 0,0725) >» | (0) 
19. | 20.21. | 7200] 38,9| ‘ | 500 |0,0725) » | O05 ¢N 
‘in Form von 
(NH,)Cl 
0,0725| > , 
0,0725 
0,0725 
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Tg i 10 rT 4 | 12 | 13 | «+4 | 15 16 
oe | | oe = | N-Retention | 
| Zulagen | os 'Reaktion | — eae N-Bil | aula: | 
| 4 —— t a -bilanz | 
| Zur 4 Jrinmenge des Urins = a . | ma =, | Bemerkungen 
E | =. ees |. 4. | Mittelwert | 
‘Standard. [9 vor Ver- | Urins | Kotes| pro die | oy Vor- und 
kost |g ccm | aschung| g g | Nachperiode | 
- a — | _ — ae _ | Vorperiode I. 
_ incl. Spit: sauer | 1,76 | — a _ | 
f= wasser | . 
5 > > 2,18 | — = _ 
eee en eee 
a 6 $m | ~ ns _ 
_ 20 , 2,26 | — — | - | —_ 
a. » |196); —} — — | Vorperiode II. 
; | | 
: | 
i | | 
‘ > 0,971 0,048 | —0,946 | Bei einer | 
0 » | 0,838 | 0,048 | — 0,813 |N-Einfuhrvon, 
j ; 0,802 | 0,048} —0,777 | 907258 N | 
aiine! tai pe pro die | 
() 4 » ; 80 ),048 —— 0.954 wurden inden 
0) , > ? | 0,048 ? | letzten An beiden Tagen 
() ; ? > 2 | 0,048 ? | 3 Tagen im etwas Urin verloren 
om ee gegangen. 
. » | 0,741] 0,048 —0,716 | Durehschmitt | 
| 0,849 g¢ N | 
| , Foe ! ss | 
() » 0.811 | 0,048 — 0.786 pro die 
0 lee 0,85 | 0,048 | — 0,825 | abgegeben | 
yr peer oni reaper Bel 
0,5 ¢ N » | 1,23 | 0,096 | — 0,753 gr nig Sh Hauptperiode. 
1 Form von | setzung von 
(NHC! | 0,8627 Ba oan 
‘ einer Fin r 
> | 1,119 | 0,096 | — 0,7319) on 05 g tiglich 
| ‘werden pro die 
| » 0,752 | 0,096 | — 0,275 | 1,121 g N aus- 
| | aTcse e's | 
‘ » 1,001 | 0.096 << 0,524 retiniert = 509), 
| eins ee eS 
9 » 0,851 0,050} — 0,828 | Bei 00725 ¢| = Nachperiode. 
| ane N-Einfuhr | 
» 4 | r sie : 
0 H 0,84 0,050 0,817 verliert der | 
Q y') > 0,821 0,050 | — 0,898 |Kérper prodie| 
= , - |__| 0,8763 g N | 











14 


E. Grafe und V. Schlapfer, 








Vers 


uch II. 





Hund, Ami, ? 








4 | 5 7 7 8 9 
a | N- ' 
Ver ool fem | Zusammensetzung | Pliissig- Gehalt Ka Zulagen 
uch Datum i pera- | d | sit der | lorien : 
| er eits- ; 
tag wicht | tur Nah- pro _ : 
Nr 1911 in g oC Nahrung | zufuhr my 1 kg Standardkos,. 
“Anfangs- | | ‘trank sehr | 
1. —-7., 8.—15.X1.| gewicht | 383°! Hunger | wenig 0 0 () 
— 7400 | Wasser | 
8% 15.—16. | — — letzter Hungertag | do. 0 | 0 () 
9. 1617. | 5400 | 38,6°/150 g Starke + 40 g\500 cem| 0,1016) c. 150 0 
Zucker -+3gdoppel- incl. 
‘kohlensaures Natron) Bouillon | 
+ 5g Butter-+-50ccm 
| Bouillon -++ 10 Tr. | 
‘Cibils Fleischextrakt 
| 820 Kal. 
a do. 10,1016) » 150} 0 
It. 18.—19 md > | , /0,1016 >» 150 () 
| | 
12. |19.—20. — — | > | > | 0,1016 » 150 0 
i a Sea Wham emi ks 
‘ = -, |1 g N in Form 
13. 20.—21 | 5100 > » 0,1016 » 150 om NH,CI 
14. (21-22, | — : > 10,1016) » 150 do. 
1b, |22—23. | _ > >»  |0,1016) » 150 > 
| 
16. (238.—24. | — ~ > > 0,1016) » 150 > 
17. |24.—25. | 5070) — ; > | 0.1016] » 150 
Ik. (25.—26. | - : > > 0,1016| » 150 ? 
19. |26.—27. ~ — > » 0,1016; » 150 ? 
0. e—98. | — | - > » | 0,1016| » 150 
21. [28.—29. | - — > > | 0,1016) » 150 , 
7 oe —_— cee a aie a 
22. (29.—30. | 5240 | 38,62 | > > aug > 150) V 
23, 30.1. XIL, F css > >» | 0,1016) » 150 0 
24. | 1.—2. — | — » : 0,1016| > 150 0 
23. 2.—3. — a > > 0,1016 » 150 | ) 
26. | 3.—4. a > > 0, 1016 > 150 | 0 






































|, Ami, ?@@age von 1,0 8 N als NH Cl). 
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9 0 | 42 | 12 | 18 14 | 15 16 
Re- | N- N- N-Retention 
Zulagen Urin- aktion 'Gehalt Gehalt N- bis sig 
es lan: mit dem Bemerkungen 
nina enge -Urins con - Bilanz | Mittelwert ’ 
iliac vor Ver-| Urins | Kotes pro die |von Vor- und 
| “Becm  aschung| g g | Nachperiode 
-_ | : 
() aad | “ nn — — Vorperiode I. 
| 
0 60 sauer | 3,546) |] = 
0 104 » | 2735! 0041) — Vorperiode I. 
In den letzten 
| ‘Tagen N-Ver- 
‘lust des Kér- 
pers pro die 
= 0,796 bei 
() (50) » 1,268 | 0,041 | — 1,207 | Aufnahme Etwas Durchfall. 
von 0,1016 g p ‘ 
» Fs 6 
0 = : 0,963) 0,041 | — 0,008 pro die (20 Tr. Tinct. opii) 
0 + 200 > 0,546 0,041 | — 0,485 | > > 


4 N in Form 539) 
ron NH,C| 
do. 9 
. 303 
‘ DUO) 
: a60 
Teil ver- 
> igegangen 
. 3K) 
" ASO) 
‘ H(\() 
() 49) 
() 7) 
0) MM) 








» 


>» 








4. 128 | 0. 106 — 0,132 | schnittlicher | 


1,101 | 
1,575 
1,475 


1,891 





0,843 
0,294 


0,777 
0,664 








0,801 





0,106 | | 
0,106 | 
0,106 | 


0,106 | 
0,106 





0,106 


0, 106 | 
0, 106 | 


baal 
0,0444 
0,044 
0,044.4 
0,0444 





— (0,105 | 
— 0,439 
— 0,339 
— 0,895 


? 
— 0,247 


— 0,674 
— 0,297 


— 0,785 
— 0,236 
799 
— 0,606 
— 0,743 














| Bei paar | 


| Zersetzung 
| von 0,758 g 
und N-Einfuhr 
ivon 1,1016 g 
werden tig- 
lich 1,528 g N 
aus- 
| geschieden 
= + 0,23 g 
‘retiniert, d. h. 
| 23°/o der 
i! Einfuhr 





'/g Ampulle Pantopon subcutan. 


» 


» 


(‘/: Ampulle Pantopon) 


» 


Stuhl noch immer breiig, 
2 10 Tropfen Opium. 





Im Durch- 
schnitt N-Ver- 
lust pro die 
= 0,720 g 
bei 0,1016 g N 
taglicher Auf- 

nahme- | 
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Stuhl noch etwas weich. 


eeteeotadee [ 
Etwas Durchfall. 


Stuhl noch immer sehr diinn. 


» >» » 


» > > 


» » » 


Durchfall. 
Breiiger Stuhl. 


-Nachperiode L. 


Stuhl] noch weiter durchfiillig. 


» 


(10 Tropfen Opium). 


. > 


> > 


») 
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E. Grafe und V. Schlapfer, 





Versuch | 














38,6° 









































4 2 3 4 | 5 | 6 | 7] 8] 9 
<sr- | Tem- | | N- | Ka- | 
Ver- — | Fem- | Zusammensetzung ‘Fliissig- | Gehalt | Ka- | Zulagen 
uchs- Datum a | pera- | d | _ | der lorien | 
i | er eits- zur 
lag | wicht tur | | _ Nah- | pro | - 
; | | H | run 
Nr. 1911 — °C) Nahrung | suit | | “ “1 kg. Standardkes| 
27. | 4.—5.XI1| 5000 | 38,4° 150 g g Starke + 40 g500 ccm 0, 1016 c. 150 |+- 5 g Fleis 
| Zucker -+ 3gdoppel-| incl. | (= 0, 2383 o\ 
kohlensaures Natron! Bouillon 
| -+-5g Butter-++-50.ccm | | 
| Bouillon + 10 Tr. | | 
| ‘Cibils Fleischextrakt | | 
| | = 820 Kal. | | 
28, | 5.6. ot tied do. do. 0.1016 > 150 do. 
29. | 6—7. a en » > | 0,1016) » 150 ‘ 
30. 7.—8. —- | — a > » (0,1016 > » 150 » 
31. 8.—9 5000 37.9° |5 0g Fleisch + 30g, >» (307141 67| — 
| | Reis -++ 30g | | 
| kondensierte Milch | | 
| = 336 Kal. | | 
$2. | 9.—10. ae oe do. > 3.0714 67 | 
33. |10.—11. a a > . |soms 67] — 
a , » 199514] 67 | ” 
3h. 12.—13. a ae . > | 2,9514| 67 | “ 
36. |13.—14. a a _ > (29514) 67 | — 
37. |14.—15 5100 | 38,3° (50 g wn 4 30 g  » | 29676) 92 _ 
| | Reis + 30g | | 
| kondensierte Milch : | : 
 -L 30g Starke | | | 
| | = 459 Kal. | | | 
38. 15.—16. — | — | do. |» | 2,9676) 92 
a : |» | 31775] 92 
MO). 17.—18. bo | , |» [83,1775] 92 - 
H. 18-19. | — | — | >» |3,1775| 92 
42. 19.—20. ae | > > |3,1775) 92 - 
43. 20.—--21. — | — | > > 3,374 | 92 
44, 21,22. oe ; » |3,.374 | 92 
| } 
45. 22.—23. — | — | > > 3,374 92 - 
4. 23.—24. a ae > > 13374 | 92 
47 24 6500 ioe ai 1 awe ae * 













ersuch |ip 







tsetzung. 


Uber Stickstoffretentionen und Stickstoffgleichgewicht usw. 
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9 0 11 | 12 | 18 14 15 16 
: Re- | N- | N- | N-Retention 
Zulagen Myyin-  aktion |Gehalt|Gehalt’ verglichen 
zur 7” a | des | des Bilanz Bn hai Bemerkungen 
Standardkos| vor Ver- Urins | Kotes | pro die |von Vor- und 
| aschung; g g | Nachperiode 
-—r Fle; 360 sauer |0,957 | — | —0,618 Von 0,3399 g Hauptperiode II. 
= (),2383 o\ | | taglicher N- 
| | Zufuhr 
| werden. tig- |In dieser und den folgenden 
e | lich ca.0.196 g/Perioden ist bei der N-Bilanz 
: | | aus- der N-Gehalt des Kotes nicht 
do. F (OW) 0,786 | — | —0,447 | geschieden, mit beriicksichtigt. 
: 244) > 0,821} — | —0,482 |. h. ca. 40% 
» BB st0 » 10899; — | —os6o | Tetiniert 
~_ Ba 0,921 | | +2,150 | Hauptperiode IIL. 
; | | | 
| 200 |2,0713, — | + 1,001 | 
— Bis '4617| — | +1,454 | 
— Bx » | 2,091 | — | 0,860 | 
r 21) . |4762) — | + 1,189 | 
‘a 1) \1e04 | — | 4-1,257 | : - ; 
. 260) 1,892 — | +1,076 | Hauptperiode IV. 
_ 
p 
(10 1,581 | — | 41,437 | 
140) >» | 1,844) — | +-1,740 | 
e 140 » /2135! — | 41,044 | 
210 1,100 xen | + 2,477 | 
; (60 1,874 | — | +1,308 | 
a 1,608 | — | -+1,566 | 
25 > /2579| — | +0,795 | 
- 20) 1,026 ‘= -+ 2,348 | 
30 3,049 | — | -+-0,325 | 
_ = _ eS a | | Der Hund kommt wieder in 
| | den Stall. 





Q* 





E. Grafe und V. Schlapfer, 


Versuch III. Daisy, minnj: 


5 6 7 _h 
Zusammensetzung Kalo- | N-Gehalt | Zulaye, 


rien i iene 
der pro kg Fy aur 
Ge- | Nahrung | Standay; 


wicht g | nahruy 


| « 
1.—6. |27. XL—2.XI1. Hungerperiode, 
| nur wenig Wasser 
getrunken 








tag Nahrung 


| 








letzter Hungertag 





160 g Weizenstirke 
-++- 40 g Rohrzucker 
-+-5g Butter+-15Tr. 
Cibils Fleischextrakt 
-+- 2 g Kochsalz 
-++- 10 g Knochenmehl 
-+- 50 ccm Bouillon 
= ca. 860 Kal. 
Fliissigkeitsmenge 
= 500 ccm 


™ do. 0,1156 
iat ' 0,1156 | 
on > | > | 0,1156 | 


iar | 

. 0,1156 | 1,936 ¢ 

+-3 g Natrium bicar- in Porm 
1 | citronel 

bonicum | oe 


statt 2 g NaCl lene 
do. 0.1156 do & 
> 0.1156 83> 
» 0.1156 | 1,717 


| in gleich 





6700 | 37,6° 


| Form 
0,1156 | 2.134 ¢! 
in gleich 

Form 


0.1156 | do. 


0,1156 | 
0,1156 


0.1156 | 
0.1156 © 























» Mannie MRterung mit Ammoniumcitrat). 


Uber Stickstoffretentionen und Stickstoffgleichgewicht usw. 
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———_—.. " 
. 1 80} st 12 13 14 15 
It | Zulazer > .aktion | N-Ge- N-Ge- N-Bilanz 
aur yen Reeony halt | halt | N-Bilanz| in den 
des Urins) ges | des | einzelnen Bemerkungen 
ig | Standarifii™inge yor Ver- . ; | 6 
| | ae Urins | Kotes| pro die | Versuchs- 
_— nahruny US) 2 g perioden 
| t) _ a a ~ _ 1. Vorperiode. 
| () sauer |5,100| — _ = Am 3. morgens katheteri- 
— ane | ee Ser 
5 lO Be 0,953 | 0,0154| — 0,853 2. Vorperiode. 
: Tagliches 
N-Defizit des 
; Korpers 
7 0,8525 g. 
> | 0 goo 0,891 | 0,0154) — 0,791 
ie 0,850 | 0,0154) — 0,750 
ee _ | 1,116 | 0,0154) — 1,016 | ae 
5 | 1,936 oii) 2,224 | 0,020 | — 0,192 Hauptperiode | 
= Anne (Fiitterung mit groben Mengen 
yeoman. Ammoniumcitrat.) 
| Amen Trockengewicht von Kot 
, . und Erbrochenem wiahrend 
D | do a 2,646 | 0,020 | —0,614 | Wahrend Hauptperiode | und Il 66 g. 
en i 2,268 | 0,020 | —0,236 | der ganzen 
Maes | : 2,130 | 0,020 | — 0,317 | Periode von 
” om 15‘) Tagen 
6 |2.134 10) ' 1,673? 0,020 | +-0,5572} wurden von |Nahrung nicht gleich ge- 
| oo | | der Gesamt- |fressen ; N-Verlust méglich. 
5 | do. BBs > 1,544?) 0,020 | 1.0,686?| N-Einfuhr Nahrung nicht gleich ge- 
| | | | von 33,203 g |fressen; N-Verlust | in der 
| Nahrung midglich. 
| ‘ | | 0,790 g 
| n) 1,907 | 0,020 | + 0,323 | oe -- 
1.716 cM smame _,| retiniert. a 
|. a BS ») 1,517 ?| 0,020 | -+- 0,295? Wie am 17. XII. 
‘in gl. Fo! 
6 | do. > 1,624 ‘0020 + 0,188 | 
6 al > 1,795 | 0,020 | +-0,017 | 


Die Tage, an welchen der Urinstickstoff mit einem Fragezeichen versehen 
“nd nicht mitberiicksichtigt. 





E. Grafe und V. Schlapfer, 


Versuch || 








1 
Ver- 


suchs- 


| 


Datum 


lag 


| wicht | 
1911—1912 | 


3 4 ; 6 
Kalo- 
rien 

pro kg 

| Ge- 

_wicht 


Zusammensetzung | 
der 
Nahrung 


Ge- | Tem-| 
pera-| 


in g | tur 


——a 
=_ 


N-Gehalt = Zula. 
| der Zi 

| Nahrung Stand, 
| g kos! 





18.—19. XII. 


19.—20. 
20.—21. 


- 6800 | 


6700 


| 


160g Weizenstarke + 402 ca. 120 
‘Rohrzucker + 5g Butter) Kal 
+ 15 Tr. Cibils Fleisch-| ’ 
extrakt + 2 g Natr. bicar-| 
bon. + 10g Knochenmehl! 
| + 50 ccm Bouillon’ | 
= 860 Kal. 
Fliissigkeitsmenge 
500 ccm 


do. 


> 


7000 | 


» Natr.bicar- 
bonic. fort-! 
gelassen | 


| 
| 
| 


| 
| 
| 
| 


An diesen beiden ca. 80 

| Tagen wurde nur | Kal. 

ca. */3 der Nahrung 
gefressen 


Wie vor dem 26. XII. 
| 


lca. 
Kal. 


ca, 


nur 419/.,. der ae, | 
Kal. 


gefressen 
hrung ganz gefressen| : 
Na g 6 Kal, 
| nur 525/44, der Nahrung | 
gefressen 
| 4%/.5, der Nahrung 
gefressen 


Kal. 
Kal. 


Ganze Nahrung 
gefressen 
423/.., der Nahrung 
gefressen 
Ganze Nahrung 

gefressen 
; der Nahrung 
“gefressen Kal. 


6500 | awe = 


Kal. 


Kal. 


Kal. 


of ad | 


120 | 
70 | 
ca, 120 | 
ca, 90 | 


ca, 90 


}ca, 120 | 
ca, 70 | 
ca, 120 


| ca. 100 


0.1156 | 2.574 
in For 

citro 

saur 9 
Amm 


01156 =a 
0.1156 2.585. 


in gl, For 


0,1156 


0,1156 
0,1156 


0,1156 
0,1156 


| 
ca. ?/s der 
bisherigen 
Menge 
taglich 
wie vorher 


1.699 


(88) 





0.0670 = 0.5126 
0,1156 
0,0836 


0),0792 


OSX 44 
Q.6308 » 


0.6112 


0,1156 
0,0670 
0,1156 
0,0969 








uch |i] bsetZUng. 


Uber Stickstoffretentionen und Stickstoffgleichgewicht usw. 






























ieee 40 | dt 12 | 13 14 15 
‘on | N-Ge- | N-Ge- | N-Bilanz 
Reaktion N 
Aula, sa Min halt | halt | N-Bilanz| in den 
z des -™ des des | _ einzelnen Bemerkungen 
vor Ver- Urins Kotes| pro die | Versuchs- 
aschung g g | | perioden 
| | | | 
sauer | 2,584 | 0,020, -+- 0,086 | Hauptperiode. 
| | | 
| } 
| 
| | 
| | aumnee (a ie 
7 2,148 | 0,020) + 0,522 oo 0l083 
| | ; | — UV 5 pe +. “ ? 
2.58) ae | 227% | 0.080) — 0,098 | sai ga 
in gl, For | 
gl. | - . 
iOg F 90 | Kin Teil der Nahrung erst am 
037) i 0 ; | 2,504 0,020 so 1,129 | folgenden Tag gefressen. 
| er | g 
176 xs eae 1,545 | 0,020; + 0,319 | Stuhl noch breiig. 
" ‘ | } i hfe i 
mee : 2.673 | 0,020 | — 0.809 | Kein ia oe, friBt 
| | 
” : ‘ 

. | 90 | me | Ein groBer Teil der Nahrung am 
1.765 ae? 1,807 | 0,020 | + 0,057 | anderen Tag erst gefressen. 
L Tess eRe 1,674 | 0,020) + 0,210 | Il. Hauptperiode 

’ (wenig Ammoniumcitrat 
| | gefressen.,) 
AD > 1,531 | 0,020 | ‘Der Hund friBt an beiden Tagen 
a ( — _| im ganzen nur 
a ee 5 | 1,191 Bei einer Ge | ca, */ dev Nahrune. 
60. 5) 1,287 | 0,020 samteinfuhr | Durchfalle. 
| von 5,804 g N R 7 

1, wae on! Las ’ Stuhl noch durchfallig, 
0.8814 eae 0,681 0,020 | + 0,299 | werden | wenig erbrochen. 
15126 eee 0,8392) 0,020 —0,279 8,044¢ N aus- 

0 1,042 | 0,020 | — 0,062 | 

D881 {U4 mm {Verlust an N| 
6308 » z) 1,159 0,020 Lae 0,456 taglich | 
a ay “ee — 0,320 g. | 

mi 3 1,221 | 0,020! —0,551 | — 3208. | 
4 


| 
{| | 


— } 


| 
' 





0,791 0,015" — 0,678 


0.3823) 0,015, — 0,336 


0,4920, 0,015 — 0,391 


0,4627| 0,015) — 0,381 


Taglicher 
N-Verlust des. 
Korpers | 
— 0,445 g | 
| Der Versuch wird weiter fort- 


| gesetzt mit Ammoniumcitrat- 
fiitterung. 


Kot nach Vorperiode II berechnet. 





Fiitterungsversuche mit volistindig abgebauten Nahrungsstoffen. 
Losung des Problems der kunstlichen Darstellung der 
Nahrungsstoffe. 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Dezember 1911.) 


Durch eine groBe Reihe von exakt durchgefiihrten Stoff- 
wechselversuchen an Hunden ist von mir und meinen Mit- 
arbeitern Rona, Oppler, Olinger, Sokolowski, Mette, 
Schrage, MeBiner, Windrath, London, Glamser, Manoliu, 
Suwa, Frank und Schittenhelm!) zum erstenmal gezeigt 
worden, dal} der tierische Organismus seinen Kiweifbedarf voll- 
stindig decken kann, wenn ihm ausschlieBlich das Gemisch der aus 
Eiweif} gewinnbaren Aminosiuren verfiittert wird. Daf Peptone 
zu Eiweifi aufgebaut werden kénnen, ist wohl nie bezweifelt 
worden, seitdem Corvisart, Kiihne usw. den Beweis er- 
bracht hatten, daf die Verdauung der Proteine zu diesen Ab- 
baustufen fiihrt. Stoffwechselversuche iiber die Verwertbarkeit 
der Peptone verdanken wir Maly, Adamkiewicz, Plosz 
und Gyergyai, Ellinger, Pollitzer (Zuntz), Blum?) u. A. 
Einen Schritt weiter als die genannten Forscher ging O. Loewi,?) 
indem er bei der Pankreasautolyse erhaltene abiurete Abbau- 
produkte verfiitterte. Das von ihm verwendete Produkt enthielt 
neben Aminoséuren sicher noch zum gr6éften Teil kompliziert 
gebaute, aus mehreren Aminosdéuren bestehende Produkte. Vel. 
hierzu die Untersuchungen von mir und O. Prym.*) 

Unsere Arbeiten kniipften an die Fragestellung nach dem 
Umfang des Eiweifabbaus im Magendarmkanal an. Nachdem 
wir versucht hatten, durch Untersuchung des Darminhaltes mit 


') Vel. diese Zeitschrift, Bd. 42—68. 1904—1910. 

2) Vel. Leon Blum, Uber den Nihrwert der Heteroalbumose des 
Fibrins und der Protoalbumose des Caseins. Diese Zeitschrift, Bd. 30, 
S. 15, 1900. 

*) O. Loewi, Uber EiweiBsynthese im Tierkérper. Archiv f. experim. 
Path. u. Pharmalog., Bd. 48, S. 303, 1902. 

‘) E. Abderhalden und O. Prym, Studien iiber Leberautolyse. 
Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 320, 1907. 
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exakten Methoden festzustellen, ein wie grofier Teil des Ki- 
weibes in Aminosiduren zerlegt wird, und all diese Versuche 
eine Entscheidung des erwiéhnten Problems nicht gebracht 
hatten, suchten wir indirekt festzustellen, wie weit KiweiB ab- 
cebaut sein darf, um noch im tierischen Organismus Verwendung 
zu finden. Zu diesem Zwecke bauten wir in vitro Eiweif durch 
kombinierte EKinwirkung von Pepsinsalzsaure, Trypsin und Erepsin 
vollstandig ab. Durch genaue Untersuchung tiberzeugten wir 
uns davon, dai das Verdauungsgemisch aussehlieflich aus Amino- 
siuren bestand. Es gelang uns zum erstenmal, mit einem 
derartigen Gemisch der einfachsten Bausteine der Pro- 
teine einen Hund im Stickstoffgleichgewicht zu halten. 
Bei spateren Versuchen konnte gezeigt werden, dab 
es mit vollstaindig abgebautem KiweifB ebensogut ge- 
lingt, Stickstoffansatz beim vorher hungernden und beim 
wachsenden Hund zu bewirken, wie mit Eiweif selbst. 
Endlich konnte der Abbau des Eiweifies auch mit Sauren 
herbeigefiihrt werden. SchlieBlich wurde durch Ver- 
wendung von abgebautem Casein bewiesen, da das 
Glykokoll entbehrlich ist, waihrend ]-Trytophan offen- 
bar ein nicht zu ersetzender Baustein des Eiweifes ist. 

Die erwaéhnten Resultate sind durch zahlreiche Versuche 
immer wieder bestatigt worden. Schlieflich gliickte es so- 
gar, einen Hund zu ernidhren, der ausschlieSlich voll- 
standig abgebautes Fleisch und sonst keine Zugaben 
erhielt. Ein gemeinsam mit O. Frank und Schitten- 
helm!) am Menschen ausgefiihrter Versuch zeigte, dab 
auch dieser volistindig abgebautes EKiweilfi verwertet. 

Wir haben die erhaltenen Resultate mit gréSter Vorsicht 
auf das eingangs erwéhnte Problem angewandt. Die Mdglich- 
keit, daB die Verdauung des Eiweifies im Magendarmkanal schliefi- 
lich restlos bis zu Aminosiéuren fihrt, ist gegeben, denn die 
Bedingungen zu einem vollstandigen Abbau sind gegeben. Ferner 
kommt der tierische Organismus mit einem Gemisch von Amino- 





1) Emil Abderhalden, F. Frank und A. Schittenhelm, Uber 
die Verwertung von tief abgebautem EiweiB im menschlichen Organismus. 
Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 215, 1909. 
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sduren vollstiindig aus. Trotzdem bleibt das «Indirekte» an dieser 
Schlubfolgerung bestehen. Es braucht der Abbau dennoch kein so 
vollstindiger zu sein, obwohl es uns gelingt, mit dem in vitro voll- 
stiindig bis zu Aminosduren zerlegten Gemisch Eiweif vollstandig 
zu ersetzen. Wir zwingen vielleicht den Organismus in diesem 
Falle zu einer Synthese von Grund aus. Es sprechen jedoch 
noch viele Umstiinde dafiir, daf in der Tat der Abbau ein sehr 
weitgehender sein muf, sollen die Nahrungseiweifk6rper zu 
bluteigenen und organeigenen werden. Vgl. hierzu die Aus- 
fiihrungen in meinem Lehrbuch. ?) 

Gegen die Ansicht, dafi der Abbau im Magendarmkanal 
ein weitgehender sei, hat man die von uns selbst und vor uns 
von vielen anderen Forschern lingst festgestellte Tatsache ins 
Feld gefiihrt, dafi man im Darminhalt stets grdBere Mengen von 
Peptonen finde. Wir haben bereits wiederholt hervorgehoben, 
dah dieser Befund keineswegs gegen einen Abbau bis zu 
Aminosiiuren spricht. Es ist ganz selbstverstindlich, daB wir alle 
Zwischenstufen des Abbaus antreffen miissen, wenn wir die Ver- 
dauung in einem bestimmten Momente unterbrechen. Dab wir 
mehr Peptone finden als Aminoséuren, kann darauf beruhen, daf 
die abgespaltenen einfachsten Bausteine sofort zur Resorption 
gelangen, wihrend die Peptone im Darmkanale verbleiben, bis 
ihre Spaltung weitergefiihrt ist. Versuche, tiber die demnachst 
berichtet werden soll, zeigen, daB in der Tat der Chymus des 
Darmes rasch weiter zerlegt wird, wenn man die verdauenden 
Fermente fortwirken liaibt. Mit dem gleichen Rechte kénnte man 
auch den vollstiindigen Abbau der Kohlenhydrate und Fette im 
Darmkanal bezweifeln, denn man findet stets im Darmkanal 
neben Alkohol und Seifen Fette und neben den Monosacchariden 
auch Polysaccharide. 

Endlich ist hervorgehoben worden, dab es nicht gelingt, 
mit vollstiindig abgebautem Eiwei6 das gleiche Stickstoffminimum 
zu erreichen, wie mit EiweiB selbst. Selbst wenn diese An- 
nahme sich als richtig erwiesen hatte, brauchte sie durchaus 
noch nicht gegen eine vollstindige Aufspaltung der Proteine 
im Darmkanal bis zu Aminosduren zu sprechen. Wir waren 


') Lehrbuch der physiologischen Chemie, 2. Aufl., S. 308 ff., 1909. 
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sehr erstaunt dartiber, daB es tatsichlich gelingt, mit 
vollstandig abgebautem Eiweif das gleiche Stickstoff- 
minimum inne zu halten, wie mit Eiweili selbst. Bei 
der normalen Verdauung entlaft der Magen stets nur ganz 
geringe Mengen von Chymus in den Darm. Hier wird der 
stufenweise Abbau fortgesetzt. Der Abbau liefert neben Pep- 
tonen sofort bestimmte Aminosiuren. Diese kénnen sofort 
resorbiert werden. Es kommt nie zur Anhiufung dieser ein- 
fachsten Spaltprodukte. Der Abbau schreitet schichtweise vor. 
So wird jede Uberschwemmung des Organismus mit diesen ein- 
fachsten Abbaustufen vermieden. Es gilt dies auch fiir die 
anderen Nahrungsstoffe. Fihren wir dagegen dem Organismus 
direkt vollstiindig abgebautes Kiweif zu, dann tiberschwemmen 
wir den Magendarmkanal mit Aminosiuren! Es war als beinahe 
sicher zu betrachten, dafi im Harne sich gréfere Mengen von 
Aminosiiuren nachweisen liefen. Das war jedoch nicht der 
Fall! Selbst bei Verfiitterung von tiber 100g des aus 
Fleisch erhaltenen Aminoséuregemisches zeigte der 
Harn nur ein auffallend geringes Ansteigen des Amino- 
wertes nach Sorensen. Es sei hier beiliaufig erwihnt, dafi 
diese Feststellung vielleicht dafiir spricht, daf die Aminoséuren 
nicht als solche in dus Blut tibergehen, sondern bereits in der 
Darmwand zu Proteinen zusammengefiigt werden. Fiihrt man 
geringe Mengen von Aminosiéuren direkt in das Blut ein oder 
injiziert man ein Aminosiiuregemisch, dann treten im Harn 
Aminosauren auf. 

Wir haben eine ganze Reihe von Versuchen ausgefiihrt, 
um zu prifen, ob vollstindig abgebautes Eiweifi auch quan- 
titativ fiir Eiweif eintreten kann. Ein grofer Teil dieser Ver- 
suche wurde durch Nahrungsverweigerung, Erbrechen oder 
durch Diarrhée unterbrochen. Es seien im folgenden zwei iiltere 
Versuche mitgeteilt, die beide nach 10 resp. 9 Tagen aus 
genannten Griinden abgebrochen werden muften. Beide be- 
weisen trotz der relativ kurzen Dauer des Versuches, 
daf mit vollstindig abgebautem Fleisch resp. Casein 
sich das gleiche Stickstoffminimum einhalten libt, wie 
mit Fleisch resp. Casein selbst. Vgl. auch Versuch VI. 
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Jiingst haben Franz Frank und Alfred Schittenhelm’) 
in besonders schdn gelungenen Versuchen ebenfalls einwand- 
frei bewiesen, daf vollsténdig abgebautes Eiweif quantitativ 
fiir Eiweif eintreten kann. Die Versuche II]—VI geben weitere 
Belege zu dieser Tatsache. 

Wie bereits wiederholt betont worden ist, haben unsere 
exakt durchgefiihrten Versuche die experimentelle Grundlage zu 
einer groBen Anzahl von Fragestellungen gegeben. Nachdem 
einwandfrei festgestellt worden war, dafi das aus Eiweifi zu 
erhaltende Gemisch von Aminosiuren vollwertig fiir Eiweif ein- 
treten kann, konnte nunmehr eine Aminosaéure nach der anderen 
auf ihre Vertretbarkeit durch andere Bausteine des Eiweifes resp. 
eine eventuelle Neubildung gepriift werden. Fir Glykokoll 
ist der Beweis erbracht, dafi diese Aminoséure fehlen kann, 
ohne dafi das Aminosiuregemisch qualitativ und quantitativ an 
Wert einbiibt. Dagegen ist 1|-Tryptophan nicht ersetzbar. 
Versuch III, Periode 21. X. bis 25. X. und 25. X. bis 29. X., 
bestatigt den friiheren Befund. Nach Zusatz des l-Tryptophans 
war das abgebaute Casein wieder voll verwertbar (Versuch III, 
29. X. bis 3. XL). Vgl. auch Versuch V, Versuchstag 41—9. 

Bei einem weiteren Versuche (Versuch V, Tag 29—34) 
haben wir die in absolutem Alkohol léslichen Produkte des 
Aminosiiuregemisches entfernt. Es wurde vollstindig abgebautes 
Fleisch 4 Wochen unter wiederholter Erneuerung der Schwefel- 
siiure im Vakuumexsikkator getrocknet und dann 500 g mit 
1000 cem absolutem Alkohol ausgekocht. Der Alkohol wurde 
dann unter vermindertem Druck eingedampft und der Riick- 
stand wieder mit absolutem Alkohol extrahiert und dieser Prozef 
6 mal wiederholt, bis schlieBlich beim erneuten Aufnehmen mit 
Alkohol kein Riickstand mehr blieb. Die in Alkohol unlos- 
lichen Produkte wurden in Wasser gelést und mit der Haupt- 
masse des in Alkohol ungelést Gebliebenen vereinigt. Zur Ent- 
fernung des Alkohols wurde das ganze Produkt in Wasser gelost 
und unter vermindertem Druck bei 40° zur Trockne verdampft. 
Der alkoholische Extrakt enthielt Prolin und weitere undefinier- 


') Franz Frank und Alfred Schittenhelm, Zur Kenntnis des 
FiweiBstoffwechsels. H. Mitt. Diese Zeitschr., Bd. 73, S. 157, 1911. 
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bare Extraktivstoffe. Das mit Alkohol extrahierte Pro- 
dukt war dem nichtextrahierten gleichwertig. Die Ent- 
fernung des Prolins hatte keinen EinfluB ausgeiibt. Es scheint 
somit diese Aminosiure nicht unentbehrlich zu sein. Der Or- 
ganismus diirfte Prolin leicht aus Glutaminsiure iiber 
Pyrrolidoncarbonsaure bilden kénnen. 

Endlich scheint Arginin durch Ornithin vertretbar zu 
sein. Aus Harnstoff und Ornithin baut der Organismus offen- 
bar leicht Arginin wieder auf. Vgl. Versuch VI, Tag 11—14. 

Ein weiteres wichtiges Problem, das wir auf Grund der 
Resultate von zahlreichen vergleichend durchgefiihrten Hydro- 
lysen von Proteinen aufgestellt hatten, ist die Frage, ob die 
verschiedenartigen Proteine mit ihrem verschiedenen 
Gehalt an den einzelnen Aminosduren quantitativ fiir 
den tierischen Organismus gleichwertig sind. Ist 
die von uns vertretene Anschauung richtig, daf die 
Nahrungsproteine, d. h. die in ihnen enthaltenen Bau- 
steine, zum Aufbau von Blut- und spater von Ge- 
webseiweib Verwendung finden, dann miiBle von den- 
jenigen Proteinen am wenigsten notwendig sein, die 
bei ihrer Spaltung ein Aminosduregemisch liefern, 
das die einzelnen Bausteine in einem Mengenver- 
haltnis enthalt, wie es die Gewebseiweifstoffe durch- 
schnittlich aufweisen. 

Zur experimentellen “Priifung dieser Vorstellungen ist es 
unzweifelhaft am zweckmiBigsten, von vollsténdig abgebauten 
Proteinen auszugehen. Wir schaffen so fiir alle zu vergleichenden 
Mischungen gleiche Bedingungen und schalten die verschiedene 
Verdaulichkeit der verschiedenartigen Proteine ganz aus. 

Wir miissen zuniichst die Frage kurz diskutieren, ob eine 
exakte Entscheidung der gestellten Fragestellung, die von 
Michaud’) und neuerdings in besonders griindlicher Weise von 
Frank und Schittenhe!m?) fuBend auf unseren Vorstellungen 
uber den Eiweifstoffwechsel mit EiweiBgemischen in Angriff ge- 


*) L- Michaud, Beitrag zur Kenntnis des physiologischen Eiweif- 
minimums. Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 405, 1909. 
*) 1. c. 
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nommen worden ist, modglich ist, d. h. ob durch den Stoff- 
wechselversuch feinere Unterschiede im Verhalten verschiedener 
Proteine zu erwarten sind. Wir miissen das a priori bezweifeln. 
Einmal sind unsere Kenntnisse tiber den Gehalt der ver- 
schiedenartigen Proteine an den einzelnen Aminosauren noch 
recht diirftige, speziell, was die quantitativen Verhaltnisse an- 
betrifft. Ferner muf, wenn unsere Vorstellungen tiber den 
Kiweibstoffwechsel richtig sind, der Organismus bald fiir dieses 
bald fiir jenes Organ in erhdhtem Mafe spezifisch gebaute 
Proteine aufbauen. Wir wissen, dai die einzelnen Organe 
Eiweibk6érper besitzen, die sich unter sich scharf unterscheiden. 
Es kommt dies auch in dem Mengenverhaltnis zum Ausdruck, 
in dem wir die einzelnen Aminosiuren bei der.totalen Hydrolyse 
finden. Es ist wohl mdglich, dafi man nach Vervollstandigung 
unserer Kenntnisse der Zusammensetzung der Eiweifstoffe der 
einzelnen Organen und einem klareren Uberblick tiber den Eiwei8- 
stoffwechsel das erwahnte Problem in viel exakterer Weise wird 
beantworten kénnen. Vielleicht wird man sogar den Eiweib- 
stoffwechsel unter bestimmten Bedingungen in der Hauptsache 
bei einer speziellen Funktion auf eine bestimmte Gewebsart loka- 
lisieren kOnnen. Vorerst kann es sich nur darum handeln, 
festzustellen, ob ahnlich zusammengesetzte Eiweib- 
arten vom Organismus quantitativ in engen Grenzen 
gleich gut verwertet werden. Das ist in Tat der Fall, 
wie die Versuche IV, Tag 8—13, 14—20, 21—27, 28—33, 
¢7-—D)2, 53—58, 59-65, 66—74 deutlich zeigen. Abgebautes 
Casein erwies sich gegeniiber abgebautem Rindfleisch und gegen- 
liber dem abgebauten Milchpulver im ganzen etwas weniger 
gut verwertbar, doch ist der Unterschied nicht gro’. Das 
gleiche gilt vom Kieralbumin. Abgebautes Pferde-, Rind- und 
Hundefleisch und endlich vollstindig abgebautes Blutpulver 
waren alle gut geeignet, um den wachsenden Hund zur Gewichts- 
zunahme zu bringen. Das Blut war besonders wirksam. 

Dai abgebautes Gliadin mit seinem hohen Glutamin- 
sduregehalt und dem fehlenden Lysin (von dem verdauten 
Gliadin waren 500 g zur Priifung auf Lysin verwendet worden) 
viel schlechter verwertet werden kann, beweisen die Versuchs- 
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tage 34—46 des Versuchs IV. Auch der Zusatz reichlicher 
Mengen von Lysin vermochte die Verwertbarkeit des Gliadins 
nicht zu heben. Es diirfte das Mengenverhialtnis, in dem die 
einzelnen Aminosauren sich finden, ein zu ungeeignetes sein. 

Versuch V liefert ebenfalls Belege fiir die erwihnten Befunde. 
Vgl. Versuchstag 8—14, 15—21, 22—28, 29—34, 35—40, 41—47. 

Wir finden in der Tat, daf ein Protein, das die 
einzelnen Aminosiiuren in einem Mengenverhiltnis 
enthaélt, das unsere Gewebseiweibkorper nicht auf- 
weisen, viel schlechter verwertet wird, als ein Ei- 
weibkérper, der bei der Hydrolyse die einzelnen 
Bausteine annihernd in den Mengen liefert, wie sie 
durchschnittlich die Zellproteine aufweisen. Vgl. speziell 
die Versuche mit Gliadin -- Lysin mit denjenigen mit Casein und 
Kieralbumin. Um mit einem solchen in seiner Zusammen- 
setzung abweichenden Eiweifikorper Stickstoffgleichgewicht zu 
erhalten, brauchen wir von ihm viel mehr als von den er- 
wihnten einigermafen kOrpergleichen Proteinen. 

Von diesem Gesichtspunkte aus miissen die 
meisten Pflanzeneiweifstoffe gegeniiber den tierischen 
als weniger gut ausniitzbar bezeichnet werden. Sie 
liefern mehr Abfallstoffe) Von den Proteinen der 
Tierwelt brauchen wir im allgemeinen weniger. Diese 
Feststellung ist von grofer praktischer Bedeutung. ‘latsiichlich 
nimmt der fleischessende Mensch im allgemeinen vielmehr Ei- 
weili zu sich, als der Vegetarier. Es findet eine Luxuskonsumption 
statt. Die Pflanzennahrung enthalt die Proteine gewissermafen 
in Verdtinnung. Nehmen wir Fleisch auf, dann geniefen wir 
das Eiwei8 in hoher Konzentration. Wir fiihren dem Organismus 
meist vielmehr Proteine zu, als er braucht. Es fehlt die Regu- 
lation, die sich bei der Pflanzenkost durch ihre ganze Beschaffen- 
heit und vor allem durch ihren Reichtum an Kohlenhydraten 
ergibt. Eine gemischte Kost wirkt einerseits einem Zuviel an 
Kiweif entgegen und anderseits schiitzt sie vor einem Zuwenig 
an gut ausnutzbaren Proteinen. 


') Vel. dazu Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie, 
Kapitel tiber EiweiBstoffwechsel. 
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Durch Zusatz etwa fehlender Aminosduren und 
Erhohung des Gehaltes an den Bausteinen, die an Menge 
zuruicktreten, miifte sich jeder beliebige EiweiB- 
kérper «vollwertig» machen lassen, vorausgesetzt, 
dai er im Magendarmkanal abgebaut wird. Wir haben 
friiher schon versucht, Gelatine durch Zusatz der fehlenden und 
Ergiinzung der in geringer Menge vorhandenen Aminosauren 
EiweiB gleichwertig zu machen. Der Versuch fiihrte zu keinem 
ganz eindeutigen Resultate. Die abgebaute Gelatine stellte eine 
zahe, dunkelgefirbte Masse dar. Es ist nun gelungen, aus Gelatine 
ein Abbauprodukt zu erhalten, das nur aus Aminosauren 
besteht, sich leicht pulvern laft, ein hellbraunes Aussehen 
zeigt und ganz leidlich schmeckt. Dieses Praparat wurde vom 
Versuchstier gerne genommen. Vgl. Versuch III, Versuchstag 
36—40 und 41—45. Der Versuch zeigt deutlich, welch grofen Er- 
folg die zugesetzten Aminosauren hatten. Die zugesetzten Amino- 
siuren (Tag 46—50), fiir sich allein verfiittert, vermochten das 
Versuchstier nicht vor Stickstoffverlust zu bewahren. Es ge- 
lingt somit, abgebaute Gelatine Eiweifi gleichwertig 
zu machen, durch Ersatz der fehlenden Bausteine und 
Erginzung der in geringer Menge vorhandenen. Damit 
ist gleichzeitig bewiesen, daf die aromatischen Bau- 
steine des Eiweifes unentbehrlich sind. 

War es moglich, einen Eiweifikoérper, dem Bau- 
steine fehlen, durch deren Ersatz vollwertig zu 
machen, so war auch die Méglichkeit gegeben, durch 
vollstandigen Ersatz eines Proteins durch die uns be- 
kannten Bausteine Eiweif zu ersetzen. Wiirde es ge- 
lingen, Eiweifii durch ein kiinstliches Gemisch der 
uns bekannten Aminosduren zu ersetzen, dann ware 
einmal fiir die Tatsache der Eiweifsynthesen aus 
Aminosaéuren der denkbar eindeutigste Beweis ge- 
liefert und gleichzeitig ware mit gréfter Wahrschein- 
lichkeit dargetan, dafB uns die biologisch wichtigen 
Bausteine der Proteine alle bekannt sind. 

Wir haben im Laufe der Jahre wiederholt versucht, mit 
einem Aminosaduregemisch, das alle uns bekannten Bausteine 
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der Proteine enthielt, Stickstoffgleichgewicht zu erzielen. Leider 
<térten entweder Futterverweigerung, Erbrechen oder Diarrhéen 
die Versuche. Doch konnten wir aus den einzelnen Perioden 
bereits entnehmen, dafi das Problem lésbar sein mu. Es kam 
nur darauf an, mit moOglichst reinen Aminoséuren zu arbeiten 
und die Fiitterung in ganz kleinen Portionen vorzunehmen. 
Wir stellten uns folgendes Gemisch dar: 5 g Glykokoll (0,9335 g 
N), 10 g d-Alanin (1,5730 g N), 3 g I-Serin (0,4002 g N), 2 g 
|-Cystin (0,2330 g N), 5 g d-Valin (0,5980 g N), 10g |-Leucin 
(1,069 g N), 5 g d-Isoleucin (0,5345 g N), 5 g |-Asparagin- 
siure (0,5265 g N), 15 g d-Glutaminsdure (1,425 g N), 5g l- 
Phenylalanin (0,4245 g N), 5 g 1-Tyrosin (0,387 g N), 5g 
l-Lysin (als Carbonat) (0,9585 g N), 5 g d-Arginin (als Car- 
bonat) (1,6090 g N), 10g 1-Prolin (1,2170 g N), 5 g |-Histidin 
(1,298 g N), 5 g |-Tryptophan (0,686 g N) = 100g. Amino- 
siiuren = 13,87 g N. Die direkte Bestimmung ergab im Mittel 
14,25 g N. Der Stickstoffgehalt des Gemisches wurde stets nach 
erfolgter Beimengung der anderen Bestandteile der Nahrung noch- 
mals bestimmt. Bemerkt sei noch, daf nur 30g reines d-Valin und 
29 g d-Isoleucin zur Verfiigung standen. Im iibrigen verwandten 
wir ein Gemisch der Aminoséuren Valin, Leucin und Isoleucin, 
dessen Zusammensetzung wir kannten, und setzten die oben ge- 
nannten Aminosduren in entsprechenden Verhiltnissen zu. 

Bei Versuch V gelang es, das Aminosduregemisch 8 Tage 
lang zu verfiittern. Trotzdem das Gemisch ziemlich indifferent 
schmeckte, wurde es nur sehr ungern aufgenommen. Das Ver- 
suchstier war annahernd im Stickstoffgleichgewicht, zum Teil 
wurde Stickstoff retiniert. Das K6rpergewicht stieg von 8190 g 
auf 8200 g. Vgl. Tag 60—68 und vgl. damit z. B. die Ver- 
suchsperiode 48—53. Hier fand ein betrichtlicher Gewichts- 
verlust statt. 

Bei Versuch VI erhielt das Versuchstier zunichst 6 Tage 
lang ausschlieBlich das Aminosiuregemisch. Vgl. Tag 1—7. 
Am 6. Versuchstage war der Hund kaum noch zur Aufnahme 
des Futters zu bewegen. Von einer zwangsweisen Fiitterung 
wurde absichtlich abgesehen, weil das Versuchstier noch langere 
Zeit im Versuch bleiben sollte. Deshalb erhielt das Tier zwei 
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Tage abgebautes Fleisch, dann versuchten wir wieder das Amino- 
siiuregemisch. Daneben gaben wir 1,12 gN in Form von ab- 
gebautem Rindfleisch. Das Gemisch wurde wieder 6 Tage 
genommen (Versuchstage 9—14). In diesen beiden Perioden 
befand sich der Versuchshund im Stickstoffgleichgewicht, ja 
es fanden sogar betrichtliche Retentionen statt. Das K6rper- 
gewicht stieg etwas. Wiahrend 4 Tagen wurde das Arginin 
durch Ornithin ersetzt. Wir gaben davon so viel, daf der 
ganze Stickstoff des Arginins ersetzt wurde. Die vorher stark 
positive Stickstoffbilanz nahm etwas ab, doch ist es fraglich, 
ob wir diese geringfiigige Anderung dem Ersatz des Arginins 
durch das Ornithin zuschreiben diirfen. Es scheint vielmehr, 
dafi Ornithin fiir Arginin eintreten konnte. — 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht hervor, daf 
es méOglich ist, EiweifB durch ein Gemisch der uns be- 
kannten Aminosauren zu ersetzen. Wir schlieBen aus 
diesem Befunde, dai mit gréfter Wahrscheinlichkeit 
alle biologisch unentbehrlichen Aminosduren uns be- 
kannt sind. Gleichzeitig ist auch auf diesem Wege der 
Beweis erbracht, dai der tierische Organismus an 
Stelle von Eiweif mit Aminosduren allein auskommt. 

Diese Versuche, die leider mit groBen Schwierigkeiten ver- 
kniipf{t sind, weil das Futter ungern aufgenommen wird, geben 
eine exakte Grundlage zur Priifung der Frage ab, inwieweit 
der Organismus imstande ist, Aminoséuren neu zu bilden. Dab 
z. B. Alanin, Leucin, Valin, Cystin, Asparaginséure, Glutamin- 
siure, Phenylalanin, Tryptophan und Histidin nicht ausreichen, 
beweist Versuch Ill, Tage 46—50. 

Wir haben unseren Versuchsplan noch nach einer anderen 
Seite erweitert. Zunachst war es wiederum gelungen, mit 
abgebautem Fleisch allein den Versuchshund III sieben 
Tage lang sehr gut zu ernédhren. Dieses Fleischpraparat 
war aus Rindfleisch von den Héchster Farbwerken dargestellt 
worden. Es bestand nur aus Aminosiiuren. Daneben enthielt 
es noch Salze, ferner die Spaltprodukte der Kohlenhydrate 
und des in geringer Menge vorhandenen Fettes. Auch die 
Nucleoproteide waren sicherlich in ihre Bausteine zerlegt. Kine 
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Analvse des Priaparates ergab, dal kein ungespaltenes Fett 
mehr vorhanden war, ferner wurde nur Traubenzucker fest- 
gestellt. Die anorganischen Bestandteile waren in der Lésung des 
Ereptons offenbar ionisiert. Es lief sich mit Schwefelammonium 
das Eisen ausfallen und mit oxalsaurem Ammon das Calcium nach- 
weisen usw. Zur Sicherheit haben wir das Erepton nochmals in 
Wasser gelést und dazu Lipase aus der Leber zugesetzt, um etwa 
vorhandenes Fett noch zu spalten. Das Versuchstier hatte somit 
ausschlieBlich Bausteine der Nahrungsstoffe erhalten. 

Wir suchten den Beweis, dai der tierische Or- 
ganismus seinen gesamten Bedarf ausschlieBlich mit 
den einfachsten Bausteinen der Nahrungsstoffe decken 
kann, noch schirfer zu fiihren, indem wir vollstandig 
abgebautes EKiweif, z. B. Casein als stickstoffhaltige 
Nahrung wahlten und als Kohlenhydrat entweder nur 
Traubenzucker oder ein Gemisch von Trauben- und 
Fruchtzucker resp. von Traubenzucker und Galaktose 
gaben. Endlich ersetzten wir das Fett durch ein 
Gemisch vonGlycerin, Olsiure, Palmitin- und Stearin- 
siiure. Die Mengen an den einzelnen Komponenten berech- 
neten wir unter Zugrundelegung eines aus 1 Molekiil Glycerin 
und je 1 Molekiil der genannten Fettséiuren bestehenden Fettes. 
1 ¢ eines derartig zusammengesetzten Fettes enthiilt: 0,107 g 
Glycerin, 0,328 g Olsdure, 0,330 g Stearinsiiure und 0,298 g 
Palmitinsaure. 

Ferner verabreichten wir die Bausteine von Thy- 
mus- und Hefenucleinsdure, die wir aus diesen mittels 
Nuclease aus Darmprefsaft und Leberprebsaft bereitet 
hatten. Die Analyse des Spaltungsgemisches bewies, dafi die 
Hydrolyse eine vollstiindige war. Sie wurde unter Ausschluf 
von Luftzufuhr vorgenommen. Das Gemisch enthielt 16,0°/o N. 
Die zugesetzte Knochenasche war stickstofffrei. Endlich gaben 
wir auch noch Cholesterin. 

Wir hatten schon oft versucht, derartige Versuche durch- 
zufiihren, doch scheiterten sie alle an mangelhafter Futter- 
aufnahme. Meist trat nach wenigen Tagen Diarrhée auf. Oft 
erbrachen auch die Versuchstiere. Dabei konnte der Einfluf 
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des bosen Beispiels immer und immer wieder festgestellt werden. 
Sobald ein Versuchstier brach, begannen alle im gleichen Raum 
befindlichen Tiere zu brechen. Hatte aber einmal Erbrechen 
stattgefunden, dann wiederholte es sich. 

Unsere reiche Erfahrung auf diesem Gebiete zeitigte all- 
mihlich Friichte. Es gibt Hunde, die zum vornherein sich als 
unbrauchbar fiir derartige Versuche erweisen. Ungeeignet sind 
vor allem gut gepflegte und vor allem an gutes Futter gewohnte 
Tiere. Diese versagen bald. Am vorteilhaftesten erwiesen sich 
ganz gewOhnliche StraBenhunde. Die besten Erfahrungen machten 
wir mit Terriers. Die Hunde miissen gut erzogen sein und 
vor allem muf sich mit demjenigen, der sie fiittert, ein Freund- 
schaftsverhiltnis ausbilden. Der Hund frift auf Zureden schlieb- 
lich alles. Von groBer Bedeutung ist es, dab bei langen Versuchs- 
perioden stets die gleiche Person das Futter bereitet, die Kifige 
reinigt und die Tiere fiittert. 

Die grébte Bedeutung kommt der Beschaffenheit des 
Futters selbst zu. Wichtig ist die Konsistenz. Hunde nehmen 
nicht gerne fliissige Nahrungsstoffe auf. Sie diirfen auch nicht 
klebrig sein. Eine feste Konsistenz gibt die besten Chancen. 
Es ist gegliickt, beim Abbau der Proteine zu Produkten zu 
gelangen, die im Gegensatz zu den friiheren Praiparaten ganz 
fest sind und sich leicht pulvern lassen. Die H6chster Farb- 
werke bringen derartige verdaute Proteine in diesem Zustand 
in den Handel. Sie sind gelbbraun gefarbt und wenig hygro- 
skopisch. Sie riechen ganz angenehm nach Fleischextrakt und 
schmecken leidlich. Wir verdanken den Héchster Farbwerken 
abgebautes Rindfleisch, abgebautes Casein und abgebaute Ge- 
latine. Alle iibrigen Préaparate haben wir uns selbst bereitet. 
Sie sind alle genau untersucht worden. Einmal beniitzten wir 
die Estermethode, um zu verfolgen, ob nach stattgehabter 
Fiillung mit Phosphorwolframsaure in der Fiallung noch Produkte 
vorhanden sind, welche beim Kochen mit starker Saure Amino- 
siuren liefern. Dann verwandten wir auch die Formoltitration 
und neuerdings haben wir mit der Methode von van Slyke 
gearbeitet. Wie wichtig eine derartige scharfe Kontrolle ist, 
geht z. Bb. aus der Feststellung hervor, dah z. B. ein wie ge- 
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wohnlich verdantes Gelatinepraparat sich als nicht vollig ab- 
cebaut erwies. Dieses Praparat wurde nicht zu Stoffwechsel- 
yersuchen verwendet. Das Erepton liefert meistens nach statt- 
gehabtem Kochen mit Sauren etwas mehr Aminostickstoff als 
vor der Hydrolyse. Die Werte sind schwankend. Unsere eigenen 
Priiparate wiesen geringe Differenzen auf. Es ist méglich, dab 
doch noch ganz geringfiigige Mengen von Komplexen iibrig 
bleiben, die bei der Einwirkung von konzentrierter Siiure zer- 
fallen. Es ist aber auch denkbar, dab im Fleisch noch andere Stotfe 
auber den Proteinen und ihren Abbaustufen vorhanden sind, die 
bei der Spaltung Aminogruppen liefern, so ist z. B. das Carnosin 
als eine Histidin-Alanin-Verbindung angesprochen worden. Es 
sind weiter unten einige der erhaltenen Resultate mitgeteilt. 

Der Traubenzucker wurde gut vertragen und ebenso der 
Invertzucker, den wir uns aus Rohrzucker durch Spaltung be- 
reitet hatten. Auch das Gemisch Glukose und Galaktose wurde 
gerne genommen. Wir gaben den Zucker teils vermischt mit 
der Nahrung, teils im Trinkwasser gelést. Es wurde dafiir 
Sorge getragen, daf} niemals viel Zucker auf einmal aufgenommen 
wurde. In der ersten Zeit gab der Urin ab und zu Reduktion. 
In den spateren Stadien des Versuches konnten wir gréfere 
Mengen der Monosaccharide verfiittern, ohne dai Zuckeraus- 
scheidung im Urin erfolgte. 

Die wesentlichsten Beschwerden verursachte das Glycerin- 
fettsiuregemisch. Wurde dieses mit Zucker und Erepton lose 
vermischt, dann zeigte schon das Aussehen des Kotes an, 
daf der groBte Teil der Fettsiuren in Form von Seifen in 
den Kot tibergegangen war. Auferdem beobachteten wir oft 
profuse Diarrhéen. Diese lieBen sich durch die Zugabe von 
Knochenkohle einschriinken. SchlieBlich bereiteten wir das Futter 
in der Weise, dai wir abgewogene Mengen von Erepton, 
Glycerinfettsiuregemisch und Zucker unter Zugabe einer be- 
stimmten Menge Knochenasche in einer Reibschale energisch 
durchriihrten. Es wurde so lange geriihrt, bis eine homogene 
Masse entstand. Dann wurde das Gemisch auf 25° erwirmt 
und nun die einzelnen Rationen abgewogen. Jede einzelne 
Portion wurde durch Kneten in Pillen geformt und diese dann ver- 
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fiittert. Es zeigten sich sehr grobe Unterschiede im Verhalten der 
einzelnen Versuchstiere gegeniiber ein und demselben Futter. 
Hund III war eine etwa 6 Monate alte Hiindin. Sie frab immer 
sehr gierig. Das Versuchstier war sehr munter und bewegte 
sich viel. Es litt wahrend der ganzen Versuchsdauer nie an 
diinnen Stiihlen. Hund IV, ein ca. 6 Monate alter minnlicher 
Terrier, fra} ohne Unterschied alles. Er hatte fast nie festen 
Stuhl. Meist war er etwas weich und oft auch ganz diinn. 
Das Versuchstier hatte die tible Angewohnheit, den Kot zu 
fressen. Bei der langen Dauer des Versuches kommt dieser 
Fehler nicht in Betracht. Hund V war ein 6—8 Jahre alter 
miinnlicher Hund. Er war sehr reinlich und auch wiahlerisch 
in der Nahrungsaufnahme. Jeder bissen mufte aufgedringt 
werden. Ohne erkennbaren Grund lehnte er ein bestimmtes 
Futter ab und griff dann lebhaft zu, wenn ihm die gleiche 
Mischung frisch bereitet gegeben wurde. Dieses Versuchstier 
hatte immer harten Kot. Hund VI endlich war schon stark 
bejahrt. Das Tier war sehr scheu. Erst allmahlich wurde es 
zutraulich. Es frafi ungern. Sein Kot war stets auffallend hart. 
Wiihrend der Zufuhr des Glycerinfettsiuregemisches wurde 
sehr hiiufig Kot gelassen. Die Versuchstiere waren am Schlusse 
des Versuches alle sehr munter und kraftig. Niemand wiirde 
ihnen angesehen haben, dai sie 74 Tage nur mit abgebauten 
Nahrungsstoffen ernaéhrt im Kifig zugebracht hatten. 

Bei Versuch III wurde vom 26. Versuchstage an 
vollstiindig abgebautes Eiwei& -++ Glycerinfettsadure- 
gemisch -++ Monosaccharide gegeben. Der Versuch 
wurde bis zum 74. Versuchstage durchgefiihrt, d. h. 
49 Tage lang. Bei Versuch IV dauerte diese Art der 
Ernihrung volle 68 Tage und bei Versuch V endlich 
wurde wahrend 7% Tagen ausschlieblich das genannte 
Giemisch gegeben und bei Versuch VI wahrend 41 Tagen. 

Die Versuche beweisen, dab es gelingt, wahrend 
sehr langer Zeit einen Hund mit vollstindig abge- 
bauten Nahrungsstoffen zu ernahren. 

Drei Versuche erstrecken sich tiber 74 Tage und 
einer dauerte 48 Tage. 
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Es ist ganz ausgeschlossen, daB der Organismus wihrend 
dieser langen Zeit etwa vorhandene Reserven fiir einzelne der 
im abgebauten Zustand zugefiihrten Stoffe eintreten lief. Die 
Hunde waren gezwungen, ihren ganzen Bedarf aus den zuge- 
fiihrten Stoffen zu decken. Die jungen Versuchstiere haben 
wahrend des Versuches stark an Gewicht zugenommen: 
Hund IIf 1200 g, Hund IV 1000 g. Es hat also Gewebsneubildung 
in groBem Umfange stattgefunden. Der tierische Organis- 
mus ist imstande, aus den einfachsten Bausteinen alle 
seine Zellbestandteile zu bilden. 

Da wir in den Fallen, in denen wir abgebaute Eiweil- 
kérper zuftihrten, sicher keine speziellen Bausteine zum 
Aufbau der Phosphatide im Nahrungsgemisch hatten, mub 
der tierische Organismus ohne Zweifel in der Lage 
sein, sich alle Bausteine, die fiir die Phosphatide spe- 
zifisch sind, selbst zu bereiten. Es sei an die Entstehung 
von Betain aus Glykokoll durch vollstindige Methylierung er- 
innert und an die Beziehung des Prolins zum Stachydrin (vgl. 
die Arbeiten von Schulze und Trier und von Engeland). 

Diese Beobachtungen zeigen uns, dah der tie- 
rische Organismus in viel hédherem Grade zu Syn- 
thesen befihigt ist, als man im allgemeinen annahm, 

Unsere Feststellungen erdffnen noch nach einer ganz 
anderen Richtung weite Perspektiven. Es ist ein alter Zukunfts- 
traum aller Naturforscher, es mdchte doch einmal die Wissen- 
schaft so grofe Fortschritte machen, dafi die Méglichkeit er- 
Offnet werde, die Nahrungsstoffe kiinstlich zu bereiten. 
Dieses Ziel ist jetzt ohne Zweifel erreicht. Das 
Problem war in Wirklichkeit schon langst geloést, nur 
suchte man die Loésung in falscher Richtung. Die 
Forscher suchten mit der Pflanze in Konkurrenz zu_treten. 
Sie liefert uns die Nahrungsstoffe in komplizierter Form. Wir 
nehmen Eiweif, Feilte, kompliziert gebaute Kohlenhydrate usw. 
auf. Der tierische Organismus baut all diese Stoffe bis zu den 
einfachsten, indifferenten Bausteinen ab. Wir brauchen uns 
nur die Frage vorzulegen, ob wir beim jetzigen Stand 
der Chemie imstande sind, alle Bausteine der Nah- 
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rungsstoffe im Laboratorium darzustellen. Das ist in 
der Tat moéglich. Traubenzucker ist uns zugénglich (Emil 
Fischer), ebenso kénnen wir die Purin- und Pyrimidinbasen 
kiinstlich bereiten (Emil Fischer, Kossel, Wheeler), zu- 
ganglich sind uns saémtliche Aminosaduren (Kossel, Schulze, 
Emil Fischer u. A.). Endlich kénnen wir Glycerin und die 
Fettsiuren langst synthetisch gewinnen. Die optisch aktiven 
Verbindungen kénnen wir alle durch Spaltung der synthetisch 
dargestellten Verbindungen darstellen. Das Problem der kiinst- 
lichen Darstellung ist durch die Zuriickfiihrung des Pro- 
blems auf die kinstliche Darstellung der einzelnen Bau- 
steine der Nahrungsstoffe als gelost zu betrachten. Es ist 
zurzeit nur eine Frage des Geldes, die ganzen Versuche mit 
den synthetisch dargestellten Bausteinen zu wiederholen. 

Praktisch wird die Tatsache, dafi wir jetzt imstande 
sind, den tierischen Organismus mit Produkten zu ernahren, 
liber deren Aufbau wir genau orientiert sind, und die wir leicht 
darstellen kénnen, keine grofe Bedeutung erlangen. Der ein- 
fachste und billigste Weg wird wohl immer die Gewinnung 
der einfachsten Bausteine durch hydrolytischen Abbau bleiben. 
Doch steht zu hoffen, dab die abgebauten Nahrungsstoffe 
in der Therapie eine bedeutungsvolle Rolle spielen 
werden. Es stehen ganz neue Wege offen. Versagt der Magen- 
darmkanal mit seinen Fermenten, dann lassen wir auberhalb des 
Organismus die Verdauung zu Ende gehen und fiihren dann das 
vollstiindig abgebaute Produkt zu. Daf abgebautes Fleisch vor- 
ziiglich resorbiert und auch verwertet wird, hat die klinische 
Erfahrung mit Erepton bereits bewiesen. Wollen wir eine 
Wunde heilen, dann sorgen wir vor allem fiir Ruhe. Solange 
wir Nahrung zufiihren, wird der Darmkanal bei Verletzungen 
(nach Operationen, nach Ulcera usw.) nie zur Ruhe kommen. 
Wir schalten ihn aus, indem wir per rectum abgebaute Nah- 
rungsstoffe zufiihren. Bei der Sauglingsernihrung diirften vor- 
verdaute Nahrungsmittel besonders bedeutungsvoll werden. 
Ferner wird man bei allen subcutanen und intra- 
vendsen Applikationen in Zukunft, um artfremdes 
Material nach Moglichkeit einzuschrinken, nur m6og- 
lichst weitabgebautes Material verwenden. 
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Fiitterungsversuche mit vollstandig abgebauten Nahrungsstoffen. 
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Emil Abderhalden, 


Anhang. 


Untersuchung einiger abgebauter EiweiBpraparate nach van Slyke. 

Von den einzelnen Priparaten wurden bestimmt: 1. der 
Gesamtstickstoffgehalt, 2. der Aminostickstoffgehalt und 3. der 
Ammoniakstickstoffgehalt. 

Diese Bestimmung wurde durchgefihrt einmal mit dem 
Praiparat selbst, dann nachdem es 16 Stunden am Riickflub- 
kiihler mit 25°/oiger Schwefelsiure gekocht worden war. Es 
wurde dann mit Natronlauge neutralisiert, nachdem vorher von 
Huminsubstanzen abfiltriert worden war. Beim Neutralisieren 
fiel etwas aus. Der Niederschlag wurde abfiltriert. In den so- 
genannten Huminsubstanzen und in der zuletzt erwahnten Fallung 
wurde der Stickstoffgehalt festgestellt. Aminostickstoff lieB sich 
nicht nachweisen. 

In der folgenden Ubersicht sind die entsprechenden Stick- 
stoffwerte vor und nach dem Kochen mit der Saéure mitgeteilt. 
Bei einem Teil dieser Bestimmungen erfreute ich mich der Unter- 
stiitzung des Herrn Dr. Hanslian, dem ich auch hier bestens danke. 

Aus den folgenden Resultaten geht hervor, dab nach dem 
Kochen mit verdiinnter Siéure nur in wenigen Fallen erheblich 
mehr Aminostickstoff gefunden wurde. Der Ammoniakstickstotf 
war nach der Hydrolyse nur beim Casein auffallend gestiegen. 

Die mit * versehenen Praparate sind zu den Stoffwechsel- 
versuchen verwendet worden. 

*Erepton I 
vor dem Kochen nach dem Kochen 








mit 25°/oiger Schwefelsdure 


Gesamt-N = mr 13,0 %/o Gesamt-N = 13,0°/o 
ee , __ 8,85 | 7 

Amino-N = 849 | 8,51°/o Amino-N = 8.89 | 8,87 °/o 

Ammoniak-N = 1,94°/o Ammoniak-N = 2,11°/o 


Riickstand I, «Huminstick- 
stoff> 0,1448°/o N. 

Riickstand II, abgeschieden 
beim Versetzen des Filtrats mit 
Natronlauge bis zur schwach 
sauren Reaktion 0,149°/o N. 




























«Casein I. 


_ 12,89) 
7,76 om 
ino-it == . 0/ 
Amino-N Li 7,78 °/o 
0,368 


Ammoniak-N = 0.367 


Erepton II. 
Gesamt-N = 12,41°/o 


8,58 0) 
8 30 J aes 


Ammoniak = 1,583°/o N 


Amino-N = 


Krepton V. 
12,58 | 19 


Gesamt-N = 
esamt-N 12.62 | 
_ 8,9 | 0/ 


Ammoniak = 1,07°/o N 


Gelatine I. 


_ — ie 

Gesamt-N = 13.07 13,07 

Amino-N = 8,8 | , 
8.8 J 5,5%/0 


Ammoniak = 1,031°/o N 


| 0.368% 


,6 9/0 


Fiitterungsversuche mit vollstandig abgebauten Nahrungsstoffen. 0/4 


12,84°/o Gesamt-N — 12,84°/o 


ls 
314 | S901 %e 


1,68). no, 
1.59 | 08% 


Riickstand | = 0,121°/o 
Riickstand II — 0,2257 °/o 


Amino-N = 


Ammoniak-N — 





Im Rtickstand Amino-N 
nicht nachweisbar. 


Gesamt-N — 12,41 "lo 
: 9,4 oOo! 
Amino-N = 9 ia | 9,33 °/0 
Ammoniak = 1,804°/o N 
Riickstand | = 0,02156°/o 
> IT = 0,1225°/o. 


Gesamt-N = 12,6°/o 
9,73 | 


a 9.880), 
Amino-N = 9 99 | 9,86 9/, 

., 1,59 | — 
Ammoniak 1.611) 1,6°/o N 


Riickstand | = 0,0203°/ 
I] = 0,2188%o. 


N — 13,07 9/0 


9,735 


ino-N = 9,79. 
Amino-N = 9 86 1,79 
; 1,217 ) 
Ammoniak = en 1,219°/o 


Riickstand | —= 0,063 °/o 
I] = 0,3559/o. 








28 Abderhalden, Fiitterungsversuche mit abgebauten Nahrungsstoffen, 


*Erepton A. 


Gesamt-N = 13,25 °c Gesamt-N = 13,25 °/) 

Amino-N =: 3.78"). Amino-N = 8,98 %/o 

Ammoniak-N = = 1,98 °/o Ammoniak-N = 2,150. 
*“Abgebautes Rindfleisch. 

Gesamt-N == 13,45 °/o Gesamt-N = 13,45! 

Amino-N = 9,25 Jo Amino-N = 9,43 °/o 


Ammoniak-N == 2,15 °/o Ammoniak-N =) 2,28 °/o. 
*Abgebautes Hundefleisch. 


Gesamt-N = 12,84 /o Gesamt-N = 12,84 / 

Amino-N = 8,05 °]o Amino-N ==: 8,22 °/> 

Ammoniak-N = = 1,67 %/o Ammoniak-N = = 1,89 /o. 
*Abgebautes Pferdefleisch. 

Gesamt-N = 13,15 °/o Gesamt-N == 12,15 °%/, 

Amino-N = 8,8)°/o Amino-N == 908 */> 

Ammoniak-N — 1,87 °/o Ammoniak-N = 2,05 °/. 
“Abgebaute Gelatine. 

Gesamt-N = 12,86 9/o Gesamt-N = 12,86 %/o 

Amino-N =: G6,00%n Amino-N = 9,25 °/o 


Ammoniak-N = = 1,14 °/o Ammoniak-N =  1,24°/o0 


Anmerkung bei der Korrektur: In einer unter Bot- 
tazzis Leitung ausgefiihrten, soeben erschienenen Arbeit teilt 
G. Buglia!) mit, da} er unsere Befunde tiber die gleichartige 
Verwertung von abgebautem Fleisch und von Fleisch als 
solchem von seiten wachsender Hunde bestitigen kann. 


') G. Buglia, Untersuchungen tiber die biologische Bedeutung und 
den Metabolismus der Eiweifstoffe. V. Untersuchungen itiber den Stoff- 
wechsel bei jungen Hunden, die mit Fleisch und den Produkten der kiinst- 
lichen Fleischverdauung gefiittert werden. Z. fiir Biologie, Bd. 57, Nr. |. 


39. S. 366, 1911. 








Uber die bei der Isolierung der Monoaminosauren mit Hilfe 
der Estermethode entstehenden Verluste. 


Il. Mitteilung. 


Ven 


Emil Abderhalden und Arthur Weil. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. 5.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Dezember 1911.) 


In der ersten Mitteilung') war festgestellt worden, da aus- 
csehend von reiner Asparaginséure mit Hilfe der Estermethode 
ca. 50O—55°/o wieder gewonnen werden. Bei der Glutamin- 
siure wurden bis zu 70°/o des Ausgangsmateriales isoliert. 
Die Verluste an diesen Dicarbonséuren sind somit ganz _ be- 
trachtliche. Wir haben nun die Versuche auf Glykokoll, d- 
Alanin und |-Leucin ausgedehnt und fir jede einzelne Amino- 
siure bestimmt. wie viel man von ihr zuriickgewinnt, wenn 
man die Estermethode anwendet. SchlieBlich haben wir Gly- 
kokoll, d-Alanin, |-Leucin, |-Asparaginsiure und d-Glutamin- 
siiure vereinigt und dann jede einzelne Aminosdure mit Hilfe 
der Estermethode zuriickgewonnen. Die Ausbeute an den 
einzelnen Bausteinen betrug im letzten Falle beim Glykokoll 
ca. 50°/o des Ausgangsmateriales, beim d-Alanin 57°/o, beim 
di-Leucin 66°/o, bei der Glutaminséure 58°/o und bei der |-Aspara- 
ginsdure ca. 40°/o. Glykokoll allein verestert lieferte bis zu 
62,5°/o Ausbeute, d-Alanin bis gegen 70°/o und dl-Leucin 
gegen 80°/o. 

Wir haben neben den unten mitgeteilten Versuchen noch 
eine Reihe anderer ausgefiihrt, bei denen wir jedoch die Ver- 
luste, die bei den einzelnen Operationen eintreten, nicht mit 


') I. Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 445, 1911. 
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Hilfe von Stickstoffbesimmungen verfolgt haben. Wir _ be- 
gniigten uns mit der Isolierung des Ausgangsmateriales. Es 
wurden dabei folgende Werte erhalten. 

10 g Glykokoll wurden mit 50 ccm absolutem Alkohol 
verestert. Die Veresterung wurde dreimal wiederholt. Die 
jedesmal ausgefallenen Krystalle von Glykokollesterchlorhydrat 
wurden abgesaugt und schlieBlich bei der Infreiheitsetzung der 
Ester wieder in den Kolben zuriickgegeben. Dann wurde unter 
guter Kiihlung destilliert und der Ester durch Kochen mit 
Wasser verseift. Die Ester wurden mit Natronlauge (1 und 2), 
mit Baryumhydroxyd (3 und 4) und endlich mit Natriumalkoholat 
(5 und 6) in Freiheit gesetzt. Die Ausbeute an reinem Glyko- 
koll betrug bei Versuch 1: 45°/o; 2: 53°/o; 3: 51°%/o; 4: 56%: 
5: 56°%/o; 6: 58°%/o. Bei Verarbeitung des bei der Infreiheit- 
setzung verbleibenden Riickstandes konnte die Ausbeute um 
5—7°/o gesteigert werden, so dafi die héchste Ausbeute an 
Glykokoll ca. 65°/o betrug. 

d-Alanin lieferte bei dreimaliger Veresterung 61°/o und 
64°/o Ausbeute bei der Infreiheitsetzung der Ester mit Natron- 
lauge, 60 und 59,5°%o bei Anwendung von Barythydrat zur 
Befreiung der Ester und endlich 66°/o, als Natriumalkoholat 
verwendet wurde. Bei Wiederholung der Veresterung stieg 
die Ausbeute um 5°/o. Die héchste Ausbeute betrug somit 
etwa 70°/o. 

|-Leucin lieferte im Maximum 75°/o Ausbeute. Bei Durch- 
fiihrung des einmaligen Veresterungsprozesses erhielten wir bei 
dreimaliger Wiederholung der Veresterung 69°/o und 68°/o Aus- 
beute. Die Ester wurden stets mit Natronlauge in Freiheit 
gesetzt. Die Wiederholung des Veresterungsprozesses ver- 
besserte die Ausbeute, wie angegeben. 

d-Valin wurde dreimal verestert und die Ester mit Natron- 
lauge in Freiheit gesetzt. Ausbeute 68°/o. 

|-Phenylalanin lieferte nur eine Ausbeute von 54°/o. Die 
Veresterung wurde dreimal vorgenommen, die Ester mit Natron- 
lauge in Freiheit gesetzt und dann die zwischen 100 und 180" 
iibergehende Fraktion, wie iiblich, mit Ather extrahiert, der 
Ather mit Wasser gewaschen, dann mit Natriumsulfat getrocknet, 
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der Ather abdestilliert und der Riickstand mit Salzsiéure ver- 
seift. Das reine salzsaure Salz kam zur Wagung. Bei der 
Narstellung der freien Aminosiaure trat noch einmal ein kleiner 
Verlust ein. 

Bei allen Versuchen wurden stets 10 g der Aminosaéure 
angewandt. Wir haben ferner je 10 g der genannten Amino- 
sjjuren mit 10 g Asparaginséure und 10 g d-Glutaminséure 
gemischt und das Gemisch dreimal verestert. Die Ausbeute 
an den einzelnen Aminoséuren betrug: Glykokoll 55,5°/o, 
d-A'anin 65°lo, d-Valin 58°/o, I-Leucin 71/0, ]-Phenylalanin 
499/), |-Asparaginsaéure 45°/o und d-Glutaminsaure 61,5°/o. 
Die Versuche zeigen, dali es bei Anwendung der reinen 
Aminosduren unmdglich ist, sie mit Hilfe der Estermethode 
quantitativ wieder zu erhalten. Ein ganz betrichtlicher Teil 
der Aminoséuren entgeht der Bestimmung. Wir arbeiten, 
wenn wir von den reinen Aminosaéuren ausgehen, unter be- 
sonders giinstigen Bedingungen. Daf die Ausbeuten sich noch 
verringern, wenn wir von Eiweifstoffen ausgehen, zeigt der 
Versuch, eine bestimmte Menge Glykokoll einem Protein, 
das sicher diese Aminosaure nicht besitzt, zugesetzt, nach 
erfolgter Hydrolyse wiederzugewinnen. Wir wéahlten sicher 
glykokollfreies Casein. 10 g Glykokoll wurden zu 100 g 
Casein zugesetzt, dann wurde durch sechsstiindiges Kochen 
mit der dreifachen Menge rauchender Salzsaiure hydrolysiert. 
Die weitere Verarbeitung war die tbliche. Es wurden nur 
4,9 g reines Glykokoll wieder gewonnen. 

Betrachten wir die bei der Hydrolyse der ver- 
schiedenartigsten Eiweifstoffe erhaltenen Ausbeuten 
an einzelnen Aminosdauren unter Beriicksichtigung der 
bei der Isolierung mit Hilfe der Estermethode ent- 
stehenden Verluste, dann erkennen wir, daf der groibte 
Teil des Eiwei8 molekils aus Bausteinen besteht, die 
wir kennen. Vielleicht sind auch schon alle Bausteine 
der gewOhnlicheren Proteine bekannt. Dafiir spricht 
auch die Tatsache, daB es gelingt, EiweiB in der Nahrung durch 
ein Gemisch der uns bekannten Aminosiuren zu ersetzen. 

Im folgenden sind diejenigen Versuche ausfiihrlich mit- 
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geteilt, bei denen die Verluste, die bei den einzelnen Opera- 
tionen eintreten, ermittelt sind. 


Versuche mit Glykokoll. 
Versuchsanordnung. 


Als Ausgangsmaterial diente durch wiederholtes Umkry- 
stallisieren gereinigtes Glykokoll, das wir aus dem bei Seiden- 
hydrolysen erhaltenen Esterchlorhydrat darstellten. 

10 g resp. 20 g wurden mit 100 ccm resp. 200 ccm 
absolutem Alkohol unter Einleiten von trockenem Salzsiiuregas 
verestert. Die Veresterung wurde gewohnlich nur ein zweites 
Mal wiederholt, da sich gezeigt hatte, dafb eine dritte Veresterung 
die Ausbeuten nicht verbesserte, im Gegenteil oft noch ver- 
schlechterte. Die Infreiheitsetzung der Ester aus dem Chlor- 
hydrat geschah mit Natronlauge, der berechneten Menge Natrium- 
iithylat oder mit Ammoniak. Bei der ersten Methode machte 
sich die verhiltnismiéfbig schwere Loslichkeit des Esterchlor- 
hydrats in Wasser, besonders bei der Verarbeitung griferer 
Mengen stérend bemerkbar. Bei Zimmertemperatur in miglichst 
wenig Wasser geldst, schied es sich beim Abkiihlen im Kilte- 
gemisch sofort wieder in grofen Klumpen ab, die auch beim 
Zusatz der Natronlauge und bei kraftigem Schiitteln zum groBten 
Teil nicht gelést wurden. Daher erklirt sich auch wohl die 
schlechte Ausbeute an Ester der Versuche Tabelle Ill, Nr. 1 und3. 

Bei der Infreiheitsetzung der Ester mit Natriumalkoholat 
oder Ammoniak gingen wir so vor, daf wir das Esterchlor- 
hydrat in mOglichst wenig absolutem Alkohol losten, mit etwa 
der 10fachen Menge Ather iiberschichteten und nun entweder 
die in einem aliquoten Teil aus dem Ergebnis der Chlortitration 
berechnete Menge Natriumalkoholat unter Kiihlung hinzufiigten, 
oder ebenfalls unter Abkitihlung im Kialtegemisch unter kraftigem 
Umschiitteln oder Turbinieren solange trockenes Ammoniak 
einleiteten, bis ein schwacher Ammoniakgeruch auftrat. 

Bei der Infreiheitsetzung mit Natronlauge wurde die 
iitherische Esterlésung meistens 14—15 Stunden iiber 10—15 g 
Magnesiumsulfat (bei 20 g Ausgangsmaterial) getrocknet. Es 
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hlieben hierbei 8—10°/o des Gesamtstickstoffs zuriick. Bei nur 
3 4stiindiger Trocknung kann man diese Verluste bedeutend 
verringern. Sie betrugen in einem Falle (Tabelle I, 3) nur 4,87°/o. 

Den Ather der Esterlisung destillierten wir bei eisgekihlter 
Vorlage und etwa 20 mm stets bei nur 18—20° des Wasser- 
bades ab, da bei wenig hoherer Temperatur schon grodfere 
Verluste an Ester entstehen. 

Bei der Destillation selbst schalteten wir zwischen Vorlage 
und Vakuumpumpe noch eine eisgektihlte Saugflasche ein. 
Diese Vorsicht erwies sich als sehr notig, da trotz guter 
Kiihlung oft noch bis 3°/o des Destillats mit in die I. Vor- 
lage gehen. 

Der abdestillierte Ester wurde mit der zehnfachen Menge 
Wasser 8—-10 Stunden verseift. 


Tabelle I. Glykokoll. 


Ester mit Natriumhydroxyd in Freiheit geseizt. 





















































Versuch I] Versuch II} Versuch IJ] ] Versuch IV 
Stickstoffgehalt in 

g|%fe|%]s¢ | %] g | % 
Ausgangsmaterial . . . . |3,734/ 100 3,734 100 | 1,867] 100 | 3,734 100 
Kaliumearbonatriickstand . |0,586/15,7 [0,719| 19,26] 0,348/18,64] 0,744/19,79 
Atherische Lésung _ [2,77 |74,30]2,313'61,96| 1,372172,48] 2,406 64,44 
Probeentnahme . . . . . {0,034} 0,83]0,066) 1,76] 0,040) 2,16] 0,076) 2,05 
Chloroformauszug . . . .| — —- [0,378/10,12] 0,090) 4,84 0,235) 6,31 
Magnesiumsulfat . (0,374/10,01]0,308) 8,25] 0,091) 4,87] 0,357, 9,56 
Destillat fi... . s 2,58 69,12]1,99 53,32 1,042/55,82 3 949|52,18 

— ae — | — [0,010 0,28} 0,030) 1,61] { 
Probeentnahme I + II. {0,018) 0,49]0,067) 1,80] 0,072) 3,84] 0,065) 1,73 
Destillationsriickstand . . 0,147, 3,95 0,224 5,99} 0,210 11,25 0,355 9.51 
Abdestillierter Ather. . . [0,010 0,28]0,023, 0,60] 0,031) 1,64) 0,039) 1,05 
ll. Vorlage der Verseifung] — | — 0,002) 0,06] 0,003) 0,16) — | — 
Reines Glykokoll — | — |1,92 51,5 10,99 '53,0 | 1,87 |50 
Gesamtproben .... . }0,049 1,320,133) 3,56 0,112 6,0 0.1411 3,78 
5 
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Tabelle II. Glykokoll. 


Ester mit Natriumathylat in Freiheit gesetzt. 











Versuch I Versuch II 
Stickstoffgehalt in 

g | % gs | 
Ausgangsmaterial. ..... 3,734 | 100 3,734 | 100 
NaCl-Riickstand ..... .| 0,529 | 14,10 0,433 | 11,59 
Esterlésung .... . . . -| 3,224 | 8636 | 3,286 | 8803 
Probeentnahme ...... 0,126 | 3,37 0,116 | 3,10 
DestillatI +1... ...| 2,040 | 54,64 2282 | 61,12 
i eg ee ee a 0,102 | 2,73 0,093 | 251 
Destillierriickstand . . . . .| 0,872 | 23,35 0,739 19,81 
Abdestillierter Ather . .. . 0159 | 4,26 01387 | 3,67 
Krystale .........f 1,92 | 515 216 | 58 
Gesamtproben....... 0.228 | 6,10 0),209 | 5,61 


K's ist hier ebenfalls wie bei der Asparagin- und Glutamin- 
siiure unbedingt noétig, sofort nach der Destillation den Ester 
mindestens 3 Stunden lang am RiickfluBkiihler mit der zehn- 
fachen Menge Wasser zu kochen. Wartet man mit dem Kochen 
oder verseift man zunichst nur kurze Zeit, so erhalt man beim 
Kinengen auf dem Wasserbade nur geringe Mengen eines sirupOsen 
Riickstandes (Versuch 1, Tabelle I und III, 2). Den Riickfluli- 
kiihler verbanden wir mit einem zweiten, ihm parallelen, der 
in eine eisgekiihlte Saugflasche miindete, so daB etwa tiber- 
gehende Esterdémpfe hier kondensiert werden konnten. 

Das verseifte Destillat wurde zur Trockne verdampft und 
mit etwa 100 ccm absolutem Alkohol extrahiert, um unver- 
iinderten Ester zu entfernen; doch verlief die Verseifung 


meistens quantitativ. 
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Versuche mit d-Alanin. 


Die Versuchsanordnung beim Alanin war dieselbe, wie 
beim Glykokoll.!) Das Ausgangsmaterial war ebenfalls aus Seide 
dargestellt und zeigte in salzsaurer LOsung eine spezifische 
Drehung von +- 10,27°. (0,2760 g Substanz in 10,1617 g salz- 
saurer Lésung drehten +- 0,40° [+- 0,01 °] d = 1,020). d-Alanin 
wird bei der Veresterung, Destillation des Esters oder seiner 
Verseifung nicht racemisiert, da das Endprodukt dieselbe spezi- 
fische Drehung, wie das Ausgangsmaterial, besaf. 


Tabelle I. d-Alanin. 


Ester mit Natronlauge in Freiheit gesetzt. 





Versuch | | Versuch II | Versuch Ill | Versuch IV 
Stickstoffgehalt in 

°l0 | g "/0 
| 


} 0, 
g | /9 - 





Ausgangsmaterial 


Riickstand bei der Infrei- 
heitsetzung 


Atherische Lésung. . 
Probeentnahme 
Chloroformauszug 
Magnesiumauszug 
Destillat I... . 
> 

Probeentnahme I -+- II 
Destillationsriickstand . 
Abdestillierter Ather . 


ll. Vorlage bei der Ver- 
seifung . . 


Reines Alanin. . 


(resamtproben ... . 





| 
3.146, 100 


ro 7 
0,53 (16,72 
2,35 |74,53 


0,073) 2,35 


1,91 60,62 
0,005! 0,16 
0,081) 2,59 
0,19 | 6,18 
0,009) 0,03 





0,02 | 0,62 
1,86 |59,0 
0,154) 5,04 





3,146 100 
0,955 30,35 
2.098: 66,68 
0,083) 2,65 
0,078 2.50 
0,015) 0,47 
1,671'53,12 
0,002 0,06 
0,028 0,90 
0,358 11,38 


| 

| 
0,019, 0,60 
1,62 51 
0,106, 3,55 





0,97 
0,105 





62,0 
6,49 





3,146 100 


0,406 12,92 
2,501 79,48 
0,080 2.54 
0,119 3,80 
0,099 3,16 


\e radezc0 


J 


0,052, 1,65 
0,238 7,57 
0,059) 1,87 


1 oe 
{ 
2,04 (69,0 
0,132 4,19 


‘) In einem Falle (Tabelle I, 3 und III, 3) versuchten wir bei der 
Veresterung durch Zusatz von 15 g Magnesiumsulfat als wasserbindendes 
Mittel die Ausbeute an Ester zu erhéhen, konnten aber keine besseren 
Resultate als bei den anderen Versuchen erlangen. 
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Nach der Ausatherung des aus dem Chlorhydrat in Freiheit 
sesetzten Esters extrahierten wir den Riickstand nochmals mit 
100 —200 eem Chloroform, ebenso wie bei den Versuchen mit 
Gilykokoll. Hierbei zeigte sich, dah noch etwa 4°/o des Stick- 
stoffs aufgenommen werden. Bei der Berechnung in der letzten 
Spalte von Tabelle [II beriicksichtigt, wiirden sie die Gesamt- 
ausbeute noch um etwa 3°/o erhdhen. 


Tabelle II. d-Alanin. 


Ester mit Natriumathylat in Freiheit gesetzt. 


—————————————————————— 
Versuch | | Versuch Il 


Stickstoffgehalt in 











g | "fo g |; fo 
| 

Ausgangsmaterial . . . . .{ 1,573 | 100 3146 | 100 
Destillationsriickstand .. . 0,613 | 38,08 1,327 | 42,18 
Destillat. ........ =.) 0,955 | 60,73 1,790 | 56,91 
Probeentnahme ..... .| 0,049 3,13 0,093 | 296 
Abdestillierter Ather . . . .| 0,011 | 0,72 0,032 | 1,01 
ll. Vorlage der Destillation .} 0,009 | 0,57 0,008 , 0,23 
Reines Alanin. ..... {| 0.88 | 56,5 167 | 53 


Versuche mit dl-Leucin. 


Das Ausgangsmaterial war aus Iso-Valeraldehyd mittels 
der Cyanhydrinsynthese dargestellt. Die Veresterung geschah 
durch Einleiten von trockenem Salzsauregas in die zehnfache 
Menge absoluten Alkohols. In einem Falle (Tabelle I, 3 und 
ll. 3) wurden 15 g Magnesiumsulfat hinzugefiigt, aber auch 
hier war, wie beim Alanin, die Ausbeute nicht besser als in 
dem entsprechenden Versuch Tabelle II, 1. 

Die Destillation wurde meistens unter stark vermindertem 
Druck, 0,3—0,8 mm, vorgenommen. Nurin einem Falle (Tab. II, 3) 
wurde beim Vakuum der Wasserstrahlpumpe destilliert. Bei 
stark vermindertem Druck ging der Hauptanteil des Esters bei 
100° des Wasserbades bei etwa 62° tiber, dann stieg plotzlich 





Tabelle JIl.  Alanin. 


———— — Ee _—__— 











Destillation Verseiftes | {esamt- 
ausbeute 

alee Destillat Destillat |berechnet 
gangs- Freiheit aus- | : : ates tine 
| . licksichti- 
peute |Temp.|mm|Paver! — | fo | eo |Riick-| — | % Poor aes 
terial mit | | der | des (stand Proben 
mal Min. | g Sdure Esters g 0 


| 2 i 


Aus- Ester in Ester- 


Bemerkungen 
ma- | estert gesetzt 





Natronlauge 


+. Kalium- 28 | 16,0! 60,8| 81.6 ‘ 3: Tabelle 
carbonat | | 


{ 


desgl. 
50,5 
79.5} 50 | 2,9 


Natrium- 51 ' NaCl- 
alkoholat 


oom 
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pe 
— 
< 
sS 
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oe 
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das Innenthermometer auf 94° unter heftigem Aufschiumen 
des Riickstandes. Obgleich die Destillation in diesem Momente 
meist sogleich abgebrochen wurde, ging doch ein grofer Teil 
des Stickstoffs (4—10°/o) verloren, scheinbar in sehr fliichtiger 
Verbindung, die weder in der eisgekihlten, noch in der mit 
fliissiger Luft gekiihlten Vorlage kondensiert wurde. — Die Ver- 
-eifung mit der zehnfachen Menge Wasser durch 8- bis 10 stiin- 
diges Kochen am Riickflubkiihler verlief nahezu quantitativ 
({—2°/o N in der Mutterlauge). 


Tabelle I. Leucin. 





Versuch I | Versuch II | Versuch III] Versuch IV 


Stickstoffgehalt in 


g | ‘oo | g | o> | g | Yo} g | % 





| 
| 


2.138 100 12,138 100 | 2,138, 100 


Ausgangsmaterial . 


Riickstand bei der In- 
freiheitsetzung . 


Atherlésung der Ester 
Probeentnahme 
(.hloroformauszug 
\agnesiumsulfat . 
Destillatl ... . 
Probeentnahme 
Destillat II 
Hestillierriickstand . 


eines Leuecin. 





0,172 8,03 
1,917) 89,69 
0,071) 3,35 
a a 
0,050 


2 
1,589) 74,44 

2 

1 


0,059) 2.75 
0,025 1,19 
0,013, 0,61 


1.53 71,8 





0,245 11,49 
1,834 85,83 
0,051) 2,40 
0,042! 1,96 
0,023 1,10 
1,619 75,76 
0,030, 1,40 
0,003, 0,12 
0.058 2,71 


' 
1,57 


73,0 


| 





0,293 13,73 
1,767 82,68 
0,065 3,02 
0,031 1,47 
0,045, 2,12 
0,987 46,19 
0,040 1,85 

- | a 
0.749 35,07 
0,908 42,5 





| 
| 
| 
— | _ 
eT 
_ 
1.6731 78,27 
0,042) 1,96 
0,015) 0,76 
0,441 20.64 


1,61 | 75,5 


Versuche mit Glykokoll -+- d-Alanin -+ dl-Leucin -+- l-Asparaginsaure 
-+- d-Glutaminsaure. 

In ein Gemisch von je 20 g der genannten Aminosauren 
mit 500 cem absolutem Alkohol wurde trockenes Salzsiiuregas 
bis zur vollstandigen Losung und Siattigung eingeleitet, im Va- 
kuum bei etwa 40° bis zur Krystallisation eingeengt und die 
Veresterung ein zweites und drittes Mal wiederholt. — Aus den 
Chlorhydraten wurden die Ester mit Natronlauge und Kalium- 
carbonat in Freiheit gesetzt, in ca. 21 absolutem Ather und 





Tabelle Il. lLeuein. 


cc 
——————— EEE ee 


Destillation 


. Gesaml- 
Verseiftes 
Aus- Ester in Ester- arcade Sie <ias Scena ausbeute 
| 


Oh | | Destillat Destillat mit Be- 
gangs- Freiheit aus- | friicksichti- 
| = gung der 
| |= om Probeent-| Merkungen 
| der , des |stand | nahmen 
| 
| ove | | es 
g Sdure Esters |g x | 0 





1 


mate- gesetzl Dauer 


| Vv 0 0), 
beute |Temp.)/mm 4 
| 


| 

| 

rial mit | | 
| 


| | 
| Min, 





/9 





Natronlauge | 
-+- Kalium- | 22,1) 90,9 


carbonat 


| 
| 
| destilliert 


| 
| nl . Nicht 
} 
| | 
desgl. 21,8 89,7 


Tabelle [, 
| 89.7 


85,8 


‘@ 
= 
Pe] 
= 
- 
_ 
< 
a= 
= 
Ss 
S 
eo 
3 
~ 
ve 
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— 
2 
< 
=) 
tx) 


Natrium- 
alkoholat 


Ammoniak | - 77,5 





Nicht 


81,0 destilliert 
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250 ecm Chloroform aufgenommen und iiber Magnesiumsulfat 
14 Stunden getrocknet. Nachdem der Ather bei 20° des Wasser- 
bades abdestilliert war, erfolgte die Destillation in drei Fraktionen. 


|. Fraktion: 100° des Wasserbades. Die Esterfraktion 
geht bei 24 mm bei 51--52° tiber, innerhalb 20 Minuten; Aus- 
beute 52 g. 

Il. Fraktion: 100° des Wasserbades, 0,2 mm: Dauer 
25 Minuten. Kolbenthermometer 62°. Ausbeute 21 g. 


Ill. Fraktion geht in zwei Portionen iiber. Erste Halfte 
bei 150° des Olbades, 0,4 mm und 116°. 

Zweite Hiilfte bis 180° des Olbades, 0,2 mm und 137°. 
Dauer der Destillation 1 Stunde. Ausbeute 19 g. 

Der Destillationsriickstand wog 26 g und wurde 2 Stunden 
lang mit 250 cem konzentrierter Salzséiure (spez. Gew. 1,19) 
am Riickflubktihler gekocht. 

Die erste bis dritte Fraktion wurden durch die 10fache 
Menge Wasser verseift und zwar die erste und zweite durch 
7stiindiges, die dritte durch 30stiindiges Kochen ain Riickflub- 
kiihler. Die erste Fraktion hinterlie}, im Vakuum zur Trockne 
eingeengt, einen festen Riickstand von 21,2 g. Er wurde in 
250,75 ccm Wasser gelést. 10 ccm dieser Lésung +- 1 ccm 
Salzsaure (spez. Gew. 1,19) drehten im 1 dm-Rohr die Ebene 
des polarisierten Lichtes -|- 0,59°. Setzen wir diesen Wert in 
0 a 
al 
des verarbeiteten Alanins in salzsaurer Lésung -|- 14,43° (10,27° 
fiir salzsaures Alanin), so ergibt sich fiir die Gesamtlésung von 
250,75 cem ein d-Alaningehalt von 11,26 g. — Aus dem Stick- 
stofigehalt der I. Fraktion wird d-Alanin mit 11,48 g berechnet, 
nach den beiden Formeln x -+- y = 21,2 und 18,67 x +- 15,73 y 
= 3,620, wobei x das gesuchte Glykokoll, y das Alanin be- 
deutet. Fiir Glykokoll ergeben sich also nach beiden Berech- 
nungen die Werte 9.94 und 9,72 g. Als Ausbeute wurde das 
Mittel beider Zahlen angenommen. 

Die zweite Fraktion schied schon in der dritten Stunde der 
Verseifung Leucin in gliinzenden Krystallbliittchen ab. Sie wurde 


die Formel ¢ = ein und fiir |a];> die spezifische Drehung 
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auf dem Wasserbade bis auf etwa 100 ccm eingedampft und dann 
abgesaugt. Die erste Fraktion wog 10,1 g. Das Filtrat wurde 
weiter eingeengt und mit 100 ccm absolutem Alkohol extrahiert. 
Der Riickstand wog nach dem Trocknen 3,05 g. 

Die verseifte dritte Fraktion wurde ebenfalls auf dem 
Wasserbade bis auf ca. 100 ccm eingeengt und Salzséuregas 
bis zur Siattigung eingeleitet. Im Eisschrank schieden sich iiber 
Nacht Krystalle ab, die abgesaugt, mit Salzsiure gewaschen und 
getrocknet 6,14 g wogen. Das Filtrat wurde weiter eingeengt, 
mit Salzsiiuregas gesiittigt. Es wurden so noch 0,87 g Glutamin- 
siiurechlorhydrat gewonnen. In einem aliquoten Teil des Fil- 
trates wurde jetzt, nach dem Einengen im Vakuum und Wieder- 
aufnahme des Riickstandes in Wasser, der Chlorgehalt durch 
Titration bestimmt und die berechnete Menge Normal-Lithium- 
hydroxydlésung, 182 ccm, hinzugefiigt. Wieder wurde auf dem 
Wasserbade bis zur Krystallisation eingeengt, nach dem Er- 
kalten mit ca. 100 cem absolutem Alkohol extrahiert und von 
dem ausfallenden weifen Niederschlage und den Riickstaénden 
abgesaugt. Durch Umkrystallisieren aus wenig kochendem 
Wasser wurden so 7,85 g Asparaginsiiure gewonnen. 

Der durch 2 stiindiges Kochen mit konzentrierter Salzsaure 
verseifte Destillationsriickstand gab nach dem Einengen und Sat- 
ligung mit Salzsauregas eine erste Fraktion von 7,31 g Glutamin- 
siiurechlorhydrat. Aus dem Filtrat wurden noch 0,73 g gewonnen. 


Die Ausbeuten an den einzelnen Aminoséuren sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt : 














Jo des | 

g | Ausgangs- | 

| materials 

Glykokoll. . . . . 9,83 | 4915 | 

Alanin. .....| 11,37 | 5685 | 

| | 

Leucin. . ..e«. 13,15 | 69,75 | 
Glutaminséure . . 1166 | 583 Berechnet aus dem Chlorhydrat 

Asparaginsaéure . . 7,85 | 89,25 | 

Summa... 53,86 | a 


44 
ac 
. 








te eg 
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Beriicksichtigt man die durch Probeentnahme entstandenen 
Verluste, so wiirde sich die Gesamtausbeute auf ca. 56°/o des 
Ausgangsmaterials belaufen. 


Stickstoffverteilung. 














| - | 0), | Absolute 
| ? | _ Prozente 
Ausgangsmaterial. ......... 13,030 | 100 | 13,03 
Riickstand bei der Infreiheitsetzung. . | 2,606 | 20,01 | -— 
Magnesiumsulfat .......e8-. | 0.233 | 1.78 | — 
be a ra 0,551 | 1,23 | 1.65 
Probeentnahme..........-. | 0,061 | 0,46 | — 
Atherlésung der Ester. . ......| 9,55 | 733 | 10,35 
Probe | 0255 | 195 | — 
Abdestillierter Ather -- Chloroform. . 0,062 | 048 | — 
|. Fraktion . | | 8,656 | 2805 | 7,08 
Il. Vorlage.............! 0047 | O36 | — 
Probe (send aoe 0,036 | 0,27 | — 
ll. Fraktion ............{ 1,487 | 11,03 | 5,25 
a dl Se ge ee we a 0,024 | OW | — 
lll. Fraktion » 2 2... ee ee 1496 | 1048 | 7,87 
Probe. ee tee te ee eee | COP | Om | — 
Vakuum-Pumpe, Inhalt der Vorlage . . 085 | 2.69 | 
Destillationsriickstand . . ......) 2,334 | 17,91 | 8.98 
PRONE 6 6k es +e « ole ae oe 108 | — 


Glykokoll: Das Pikrat schmilzt bei 190°. Nach der Um- 
setzung des Pikrates mit Schwefelsiure und Ausschiitteln der 
Pikrinsiure mit Ather wurde aus der wisserigen Lisung nach 
quantitativer Ausfallung der Schwefelsiure mit Baryt reines 
Glykokoll. F. gegen 240°. a = 0°. Menge 7,8 g. 

d-Alanin: Nach erfolgter Abtrennung des Glykokoll- 
pikrats wurde das Filtrat mit Schwefelsiure versetzt und die 
Pikrinsdure ausgeiithert. In der wiisserigen Lisung wurde 
die Schwefelsiure mit Baryt quantitativ gefiillt, und das Filtrat 
vom Baryumsulfat zur Trockne verdampft. a = 8,8° in der 
berechneten Menge n-Salzsiure gelést. 
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Leucin: 0,1530 g Substanz verbrauchten 11,6 cem 
N10-H,SO,. 
N berechnet fiir C,H,,NO, (131,11): Gefunden : 
10,69 °/o 10,62 °/o. 
Glutaminséiurechlorhydrat: 0,1872 g verbrauchten 
10,05 cem ®/10-H,SO,. 
N berechnet fiir C,H,NO, - HCl (183,45): Gefunden : 
7,63 °/o 7,52°/o. 
Asparaginsidure: 0,1371 g verbrauchten 10,25 ccm 


nN 10-H,SO,. 
N berechnet fiir C,H,NO, (133,07) : Gefunden : 
10,53°/o 10,36°/o. 





ae eee 


i 








Notiz zur Darstellung und quantitativen Bestimmung 
von Tyrosin und von Glutaminsaure. 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Januar 1912.) 


In einer friiheren Mitteilung') war vorgeschlagen worden, 
zur praparativen Darstellung des Tyrosins aus Seidenabfallen 
diese mit starker Salzséure in gewohnter Weise zu hydrolysieren, 
dann das Hydrolysat zur Entfernung der Hauptmenge der Salz- 
siiure zur Trockene zu verdampfen und nun zu dem in Wasser 
aufgenommenen Riickstand zur Bindung der Salzséure Natron- 
lauge zuzugeben. Man erhilt auf diesem Wege direkt Tyrosin, 
das sich durch einmaliges Umkrystallisieren aus heifiem Wasser 
unter Anwendung von Tierkohle vollkommen reinigen aft. 
Dieses einfache Verfahren ist der zeitraubenden und umstiand- 
lichen bisher tiblichen Gewinnung von Tyrosin aus Proteinen 
nach Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsdure vorzuziehen. Es 
hat nur den einen Nachteil, daB die Ausbeuten keine quanti- 
tativen sind, und ferner ist die weitere Verarbeitung der Mutter- 
lauge des abgetrennten Tyrosins auf die anderen Aminosauren 
umstandlich, weil die grofe Menge Kochsalz stort. 

Die folgende Methode beseitigt diese Miéingel in ein- 
fachster Weise. Eiweif&, z. B. Seidenabfille, wird durch 
6stiindiges Kochen mit der 3fachen Menge rauchender Salz- 
siure (spez. Gew. 1,19) hydrolysiert. Man dampft nun unter 
vermindertem Druck zur Entfernung der Hauptmenge der Salz- 
sdure wiederholt bis zur Trockene ein, nimmt den Riickstand 


') Emil Abderhalden und Yutaka Teruuchi, Notiz zur Dar- 
stellung von Tyrosin aus Seide. Diese Zeitschr., Bd. 48, S. 528. 1906. 
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in Wasser auf und leitet Ammoniakgas in die Losung, bis 
sie gesittigt ist, oder man lost den Destillationsriickstand 
in iiberschiissigem wisserigem Ammoniak, falls man_ keine 
Ammoniakbombe zur Verfiigung hat. Jetzt dampft man wieder 
zur Trockene, um das tiberschtissige Ammoniak zu vertreiben, 
und laugt dann — falls man Seidenabfalle verwendet hat — 
den Riickstand mit kaltem Wasser aus. Es verbleibt das 
Tyrosin. Noch vorteilhafter lést man den ganzen Riickstand 
in heiBem Wasser und kocht mit Tierkohle. Aus dem Filtrat 
krystallisiert reines Tyrosin aus. Die Ausbeute ist eine quan- 
titative. Die Mutterlauge von Tyrosin wird zur Trockene ver- 
dampft und nunmehr in der gewohnten Weise verestert. Vom 
ungelisten Chlorammonium wird abfiltriert. Die weitere Ver- 
arbeitung erfolgt in der tiblichen Weise. 

Die angegebene Methode gestattet, im gleichen Hydrolysat 
Tyrosin und die iibrigen Monoaminosiéuren zu _ bestimmen. 
Gleichzeitig erlaubt sie, Tyrosin in kiirzester Zeit in grofen 
Mengen darzustellen. 

Bei der Darstellung von Glutaminsiiure aus dem salz- 
sauren Salz kommt man sehr rasch zum Ziele, wenn man in 
dessen LOsung in Wasser Ammoniak einleitet und dann zur 
Trockene verdampft. Der Riickstand wird aus heiRem Wasser 
umkrystallisiert. Die Hauptmenge der Glutaminsaure l]&Bt sich 
durch fraktionierte Krystallisation abtrennen. Den Rest ge- 
winnt man aus der Mutterlauge durch Fallen mit Alkohol. 
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Uber den Abbau der Nucleinsdure durch Organfermente. 
Von 


Alfred Schittenhelm und Karl Wiener. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik in Erlangen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Januar 1912.) 


In mehreren Arbeiten!) haben wir tber gemeinsam mit 
 S. London durchgefiihrte Untersuchungen berichtet, welche 
die Aufspaltung der Nucleinsiiure durch die Fermente des Magen- 
darmkanals zum Gegenstand hatten. Wir haben in diesen schon 
darauf hingewiesen, dafi unsere Vorstellungen vom Abbau der 
\ucleinsiiure, speziell von der Umsetzung der Purinbasen infolge 
der interessanten Entdeckungen von Levene eine Modifikation 
erfahren miissen. Der Befund von freiem Guanosin in der 
Pankreasdriise und in anderen Organen, den Levene und 
Jacobs?) erhoben, weist auf den Weg der Aufspaltung der 
Nucleinsiiure bei der Organautolyse hin. Ihr weiterer Befund 
von der leichten Umwandlung von Adenosin in Inosin und von 
(Guanosin in Xanthosin auf chemischem Wege machte es wahr- 
scheinlich, dafs innerhalb der Gewebe der weitere Abbau 
wenigstens zum Teil einen derartigen Weg nimmt. 

Hier liegen inzwischen bereits Untersuchungen von Levene 
und Medigreceanu‘) vor, welche vergleichenderweise die 
Wirkung der Nuclease einerseits auf die komplexen Nuclein- 
siuren und anderseits auf ihre héheren Spaltprodukte studierten. 
Als Fermentquelle dienten ihnen die Prefsafte von verschiedenen 
Organen (Leber, Niere, Pankreas, Herzmuskel), der Extrakt 
der Darmmucosa, Blut und Blutserum, sowie endlich Paw- 
lowsche Verdauungssiifte des normalen Hundes. Sie fanden, 


1) Diese Zeitschrift, 1910, Bd. 70, S. 10; 1911, Bd. 72, S. 459; 
1912. vorstehende Arbeit. 

*) Biochem. Zeitschrift, 1910, Bd. 27, S. 127. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 1910, Jahrg. 43, S. 3150. 

4) Journ. of Biol. Chem., 1911, Bd. 9, S. 65, S. 375 und S. 389. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVII. 6 
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dali die Nuclease kein einheitliches Ferment darstellt, daB man 
vielmehr unterscheiden muB zwischen einer Nucleinase, welche 
die komplexen Nucleinséuren zu Nucleotiden abbaut und iiberall 
vorhanden ist, ferner einer Nucleotidase, welche die Spaltung 
der Nucleotide bewirkt und iiberall enthalten ist mit Aus- 
nahme des Magen- und Pankreassaftes, und endlich einer Nu- 
cleosidase, welche die Nucleoside in Zucker und Base aufspaltet 
und allen Organsiiften mit Ausnahme des Blutes und der 
Fermente des Magendarmkanals zukommt. 

Unsere Versuche mit den Fermenten des Magendarmkanals 
stehen, wie wir bereits in der vorstehenden Arbeit betonten, 
durchaus im Einklang mit allen Befunden von Levene und 
Medigreceanu. Auch wir haben nun unsere Versuche weiter- 
gefiihrt und auf intracellulére Fermente ausgedehnt. 

Durch die Untersuchungen von Araki, Schittenhelm, 
Sachs u. a. war das ubiquitiire Vorhandensein der Nuclease 
bewiesen.'!) Die Untersuchungen von Levene und Medi- 
greceanu erweitern diese Feststellungen. Interessant ist be- 
sonders ihr Befund, dab die Nuclease aus mehreren Fermenten 


























besteht und dafi das Blut die Nuclease im engeren Sinne 
(Nucleinase) und die Nucleotidase, nicht aber die Nucleosidase a 
enthilt. Damit ist die Nucleasentatigkeit geklirt. , 


Unsere Versuche beschiiftigen sich zunachst mit der 
Rindermilz. Sie zeigen, da’ aus ihr die Fermente, welche 
die Nucleasewirkung auf die Nucleinséure entfalten, durch Ammon- 
sulfatfallung zu isolieren sind, zusammen mit den Purindesami- 
dasen und -Oxydasen, wié es seinerzeit von dem einen von 
uns angegeben wurde.”) Dabei ergab sich der interessante 
Befund, daB die Aufspaltung bald unterbrochen wird, wenn 
die Spaltprodukte sich anhaufen; sobald diese durch gleich- 
zeitige Dialyse entfernt werden, geht die Aufspaltung gleich- 
mibig bis zum Ende weiter. Die Spaltprodukte entfalten 
also offenbar eine hemmende Wirkung auf die Tiatig- 


La aD tghionh T= bee eee eh one 


') Eine Zusammenstellung z. B. A. Schittenhelm in Oppen- 
heimers Handbuch der Biochemie, 1908, Bd. IV, S. 491, und bei Brugsch- 
Schittenhelm, Der Nucleinstoffwechsel und seine Stérungen, Jena 1910. 
*) Diese Zeitschrift. 1904, Bd. 43, S. 225. 
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keit dieser Fermentgruppe, ahnlich wie wir es ja bereits 
yon anderen Fermenten kennen, z. B. der Hemmung des Pan- 
kreasfermentes durch Anhaéufung von Eiweifspaltprodukten. Es 
ist ibrigens zu bemerken, daB die wiisserigen Losungen der 
isolierten Fermente, wie bereits friiher beobachtet wurde, auch 
nach unseren neuerlichen Erfahrungen nur eine beschrankte 
Wirkungsdauer haben und also frisch zu beniitzen sind. Diese 
Beobachtung von der Hemmung der Nucleasefermentprozesse 
durch Abbauprodukte erklaren friihere Erfahrungen von Schit- 
tenhelm,') der fand, daB bei Zugabe von thymonucleinsaurem 
Natrium zu Extrakten von Rinderorganen héchstens 2's (6fter 
weniger) der in dem angewandten Praparat enthaltenen Purin- 
basen zu Harnsiiure umgesetzt wurden, wiahrend freie Amino- 
purine denselben Extrakten zugesetzt und unter den gleichen 
Versuchsbedingungen quantitativ in Harnsdure  tibergefiihrt 
wurden. Die hemmenden Stoffe sind also offenbar die héheren 
Spaltprodukte. 

Die Aufspaltung der Nucleinsiure yeht nach unseren 
Beobachtungen tiber die Nucleoside. Die Umsetzung der 
Aminopurine in Oxypurine, speziell des Guanins in Xanthin kann 
auf zwei Wegen vor sich gehen. Entweder wird das Nucleosid 
zunachst aufgespalten und dann erst wirkt die Desamidase ein, 
oder aber das Guanosin wird bereits im Nucleosidmolekiil des- 
amidiert und dann erst geschieht die Aufspaltung desselben. Daf 
beide Prozesse in der Rindermilz nebeneinander verlaufen, dafiir 
sprechen auch Beobachtungen von Levene und Medigreceanu 
und von Jones.?) An weiteren Versuchen verfolgten wir den 
Kinflu} von wiasserigem Rindermilzextrakt auf zugesetztes 
Guanosin mit und ohne Luftdurchleitung. Die Umsetzung des 
darin enthaltenen Guanins in Xanthin und Harnsiiure geht 
glatt vor sich. 

Wir haben ferner Versuche mit der Milz und der Leber 
vom Schweine angestellt. Sie bediirfen allerdings noch einer 
weiteren Durcharbeitung, die wir bis jetzt aus diuferen Griinden 
nicht ausfiihren konnten. Es geht aus ihnen aber soviel hervor, 

') Diese Zeitschr. 1904, Bd. 42, S. 253. 

*) Journ. of biol. Chem. 1911, Bd. 9. 
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daB die Schweinemilz das freie Guanosin, wenn es in 
groBerer Menge zugesetzt ist, nur schwer angreift, so da8 wir 
die gréfte Menge unzersetzt wiederfanden. Zugesetzte Thymo- 
nucleinsiure wurde besser verarbeitet, wobei freies Guanin 
und freies Xanthin auftrat. Abhnliche Resultate gaben die Ver- 
suche mit Schweineleber. Im Guanosinversuch zeigte sich 
eine Aufspaltung der gr6feren Menge des zugegebenen Guanosins 
unter Auftreten von freiem Guanin, das nicht weiter angegriffen 
wurde; ein betrachtlicher Teil des Guanosins war ungespalten 
geblieben (Hemmung?). Xanthin war nur in kleinen Mengen 
aufgetreten. In einem zweiten Versuch fand sich eine leb- 
haftere Desamidierung des Guanins. Der Versuch mit Thymo- 
nucleinsiiure zeigt gleichfalls eine intensive Aufspaltung unter 
Auftreten von freiem Guanin und weniger Xanthin. In allen 
Versuchen waren auch kleine Mengen von Xanthin in organischer 
Kindung vorhanden. Darin liegt ein Fingerzeig dafiir, dali die 
Desamidierung des Guanins zu Xanthin bei diesen Schweine- 
organen im Guanosinmolekiil vor sich geht. 

Wir miissen hier auf friihere Versuche von Schitten- 
helm und Schmid!) zuriickgreifen, welche zu heftigen Diffe- 
renzen mit Jones gefiihrt haben. Jones?) erklarte die Des- 
amidierung von Guanin in der Schweinemilz und Schweineleber 
fiir absolut ausgeschlossen, wiéhrend Schittenhelm und 
Schmid sie fiir vorliegend erklirten. Sie stiitzten sich vor- 
nehmlich auf Versuche, in denen sie Thymonucleinséure zugaben, 
und auf solche, in denen sie die Umsetzung der in den Organen 
bereits vorhandenen Nucleine verfolgten. Sie kamen zu dem 
Schlusse, daf das in organischer (namentlich in korper- 
eigener) Bindung vorhandene Guanin relativ leicht des- 
amidiert wird, wéhrend das freie Guanin, wie es Jones 
angab, wenn tiberhaupt, nur in ganz geringem Mabe unm- 
gesetzt wiirde. 

Inzwischen hat nun auch Jones) ahnliche Beobachtungen 
gemacht sowohl am Schweineleberextrakt wie auch an den 

| 4) Zeitschrift fiir exper. Pathol. u. Ther., 1907, Bd. 4, S. 432, und 
Diese Zeitschrift, 1905, Bd. 46, S. 354. 
*) Diese Zeitschrift, 1905, Bd. 45, S. 84, und 1906, Bd. 48, S. 110. 
*) Diese Zeitschrift, 1911, Bd. 73, S. 408. 
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Extrakten von Hundeorganen. Damit sind die friiheren Resultate 
von Schittenhelm und Schmid bestitigt. Entsprechend den 
neuen Erkenntnissen, welche den Entdeckungen von Levene 
entstammen, mui man als Erklérung, wie es schon Jones 
machte, annehmen, dai die Desamidierung von Guanin 
in jenen Organen nur vor sich geht, so lange es sich 
noch in organischer Bindung befindet. Dasselbe gilt in 
gewissen anderen Organen (z. B. des Hundes) fiir die Desami- 
dierung von Adenin zu Hypoxanthin. Das fiihrt zur Annahme 
verschiedener Fermente. Wir brauchen uns dariiber nicht zu 
verbreiten, nachdem Jones bereits ausfiihrlich die Verschie- 
denheit der Fermente hervorgehoben hat, je nachdem es sich 
um die Desamidierung von freien oder von gebundenen Purin- 
kérpern handelt. Man mu also neben den Purindesamidasen 
Nucleosiddesamidasen unterscheiden. 


Experimenteller Teil. 


Versuch I. 


10 g Thymonucleinsaéure wurden in 300 ccm Wasser 
gelost und hierzu 400 cem einer Rindermilzferment- 
losung zugefiigt, die nach den Angaben des einen von uns!) 
hergestellt war. Die Fliissigkeit wurde mit Toluol versetzt und 
vom 1.—18. TX. 11. in den Brutschrank gestellt. Am 9. IX. 
zeigte es sich, dab in der Lésung schwachsaure Reaktion auf- 
getreten war. Es wurde deshalb mit verdiinnter Natrium- 
carbonatlésung neutralisiert. 

Am 9. und 18. IX. wurden der Fliissigkeit Proben ent- 
nommen, eine Gesamtstickstoffbestimmung und eine Bestimmung 
des Stickstoffgehalts der Bleifraktionen vorgenommen. Die 
Werte sind in Kubikzentimeter "/10-H,SO, fiir 10 cem angegeben. 


9. IX. 18. IX. 
Gesamtstickstoff: 12,2 15,5 
I. Bleifallung: 10,1 11,0 
II. Bleifallung: 2,1 2,5 


') Diese Zeitschrift, 1904, Bd. 43, S. 228. 
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Am 18. IX. waren geringe Mengen von freien Purinbasen 
mit ammoniakalischer Silberlésung nachzuweisen. 

Aus dem Versuch geht hervor, dai eine Ferment- 
wirkung deutlich vorhanden ist, die aber nach kurzer 
Zeit nicht mehr fortschreitet. 


Versuch II. 


10g Thymonucleinsaure wurden in 300 ccm Wasser 
geldst und 400 ccm Rindermilzfermentlésung zugefiigt. 
Das Ganze wurde in einen Dialysierschlauch getan und im 
Brutschrank gegen Wasser dialysiert. Das Wasser wurde tig- 
lich gewechselt und die in ihm enthaltene Stickstoffmenge be- 
stimmt. Die Fliissigkeit in- wie auberhalb des Dialysierschlauchs 
wurde mit Toluol versetzt. 














Menge des od 
lenge des ecm H,SO 


, 4 (lac ah 
Datum | Dialysats (Gesamt-N_ Bemerkungen 





fiir 20 com) 
ccm | g 

I2.1X. | 1500 | 11 | 0,540 |P,O,+. Inder]. Pb-Fallung kein N 
13. | 1510 | O06 | 0,0529 | 

14, 1280 | 13 | 0,1165 

15. 1300 | 12 | 0,1092 | 

16. 1490 | 1,7 | 01774 | 

17. 1470 | 24 | 01764 | NH, vorhanden 
1X, 1430 | 23 | 0,1645 

19. 1480 | 17 | 01761 | 

20), | 2100 | 20 | 01174 | 

21. 1360 | 1,8 | 0.1715 | 50 ccm verbrannt 


Am 21. 1X. wurde die Dialyse unterbrochen. Die Zahlen 
fiir diesen Tag gelten fiir den Inhalt des Dialysierschlauchs. 
Freie Nucleinsaéure konnte weder mit Kupfersulfat noch mit 
Kisessig nachgewiesen werden. Die I. Bleifillung enthielt keinen 
Stickstoff mehr; die II. ammoniakalische Bleifallung war 
sehr stark. Siimtliche Dialysate wurden vereinigt, im Vakuum 
zur Trockene verdampft und mit Ammoniak aufgenommen. 
Von den ungelisten Salzen wurde abgenutscht, mit Alkohol ge- 
fiillt und filtriert. Aus dem Niederschlag konnten 0,02 g Xanthin 
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isoliert werden. Das Filtrat wurde im Vakuum stark einge- 
engt. Hierbei fielen 0,01 g einer gut krystallisierenden Sub- 
stanz aus, die nicht identifiziert werden konnte. 

Aus dem Filtrat hiervon lief sich keine krystallisierende 
Substanz gewinnen. Es wurde deshalb mit 10°/oiger Salz- 
siiure 2 Stunden am Riickflubkihler erhitzt, eingedampft und 
mit Ammoniak aufgenommen, wobei alles in Lésung ging. 
Beim Einengen schieden sich 0,13 g Xanthin aus. 

Der Versuch zeigt, daf die Spaltung der Nuclein- 
siiture gut vor sich geht und bis zum Ende durchge- 
fiihrt werden kann, wenn die Spaltprodukte durch 
Dialyse dauernd entfernt werden. Die Umsetzung der 
Purinbasen geht bis zum Auftreten freier Oxypurine (Xanthin) 
vor sich, wobei als Zwischenstufe Xanthin in organischer 
Bindung vorhanden ist, was das Auffinden von Xanthin 
im Endfiltrat nach dessen Séurehydrolyse erweist. 


Versuch III. 


Es wurde ein frischer wasseriger Rindermilz- 
extrakt hergestellt. 

a) 300 ccm von diesem wurden unter Toluolzusatz 8) 
unter Luftdurchleiten bei 40° stehen gelassen. Die Purin- 
korper wurden, wie tiblich, nach Enteiweifung mit der Kupfer- 
bisulfitmethode isoliert. Es wurden hieraus 0,15g Harnsiure 
isoliert. 

b) Weiterhin wurden 300 ccm Rindermilzextrakt 
mit 0,6 g in wenig Normalnatronlauge geléstem Guanosin?’) 
8 Jang bei 40° unter Luftdurchleitung mit Toluol stehen 
gelassen. Es wurden 0,35 g¢ Harnsaure isoliert. 

c) Endlich wurden 300 com Rindermilzextrakt mit 
0.6 g in wenig Normalnatronlauge gelistem Guanosin ver- 
setzt_ und mit Toluol unter haufigem Umschitteln 3 Tage im 
brutschrank stehen gelassen. Es wurden 0,15 g Xanthin 
isoliert. 





1) Das Guanosin haben wir uns aus Hefenucleinséure nach den 
Leveneschen Angaben hergestellt. Die Darstellung ging glatt und leicht 
vor sich. 
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Die Versuche beweisen, da die Fermente der Rinder- 
milz Guanosin aufspalten und das freie Guanin iiber 
Xanthin in Harnsidure tiberfiihren. 


Versuch VI. 


Es wurde ein Extrakt aus Schweinemilz hergestellt 
und 2 Tage gegen fliefendes Wasser dialysiert. 

a) 100 ccm wurden mit 5 ccm konzentrierter H,SO, ver- 
setzt und 6 Stunden am RiickfluBkihler erhitzt. Es waren nur 
Spuren von Purinbasen vorhanden. 

b) Zu 300 cem des Extraktes wurden 1 g Guanosin 
in 4 cem n-NaOH gelost hinzugefiigt und das Ganze mit Toluol 
unter 6fterem Umschiitteln 24 Stunden im Brutschrank 
stehen gelassen. Die Fliissigkeit wurde dann unter Zusatz 
von Essigsiiure bei Siedehitze enteiweift. Das Filtrat von den 
Eiweifkoagula enthielt keine freien Purinbasen. Die F'iissig- 
keit wurde hierauf mit 25°/oiger Bleiacetatl6sung unter Ver- 
meidung eines Uberschusses gefiillt und das Filtrat hiervon 
solange mit Ammoniak und BleiacetatlOsung versetzt, bis kein 
Niederschlag mehr entstand. Der Bleiniederschlag wurde in 
heifem Wasser suspendiert, mit Schwefel wasserstoff bei Wasser- 
badtemperatur zersetzt und das Filtrat im Vakuum zur Trockene 
verdampft. Der Riickstand wurde mit Ammoniak aufgenommen, 
vom Ungeloésten abfiltriert und die L6sung im Vakuum eingeengt. 
Es wurden 0,57 g einer gelbgefarbten Substanz erhalten, die 
eine starke Orcinreaktion gab, Guanin enthielt und phosphor- 
siurefrei war. Es handelte sich also um wiedergewonnenes 
Guanosin. 

ec) 100 cem eines frischen Milzextraktes wurden mit 
Toluol 3 Tage im Brutschrank stehen gelassen. Es waren 
darnach nur Spuren von Purinbasen vorhanden. 

d) 250 ccm dieses Extraktes wurden mit 5g thymo- 
nucleinsaurem Natrium in 150 ccm Wasser gelést versetzt und 
unter Toluolzusatz 3 Tage im Brutschrank stehen gelassen. 
Es wurde 0,1 g Guanin und 0,18 g Xanthin isoliert. Nach 
6stiindigem Kochen mit 5°/oiger konzentrieter Schwefelsdure 
konnten keine Purinbasen nachgewiesen werden. 
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Versuch VIL. 


a) 100 ccm eines Extraktes aus Schweineleber, das 
2 Tage gegen fliefiendes Wasser dialysiert war, wurden mit 
5°/oiger konzentrierter Schwefelsiure 6 Stunden gekocht. Es 
waren nur Spuren von Purinbasen vorhanden. 

b) 300 ccm dieses Extraktes wurden mit 1 g in 4 ccm 
n-Natronlauge geldsten Guanosins versetzt und 24 Stunden 
mit Toluol unter 6fterem Umschiitteln im Brutschrank stehen 
gelassen. Darnach wurde die Fliissigkeit wie tiblich verarbeitet 
und 0,35 g Guanin und 0,01 g Xanthin isoliert. Nach 
6 stiindiger Hydrolyse mit 5°/oiger Schwefelséure wurden 0,08 g 
Guanin und 0,01 g Xanthin erhalten. 

c) Ein analoger Versuch wurde mit 500 ccm eines 
frischen Leberextraktes bei 3tiigiger Brutschrankverdauung 
angesetzt. Es wurden 0,13 g Guanin und 0,13 g Xanthin er- 
halten. Nach 6stiindiger Hydrolyse mit 5°/oiger Schwefelsiiure 
wurden noch 0,02 g Guanin und 0,015 g Xanthin isoliert. 

d) 200 ccm dieses Leberextraktes enthielten nach drei- 
ligiger Brutschrankverdauung 0,01 g Guanin und 0,01 g 
Xanthin. 

e) 500 cem des gleichen Extraktes mit 5 g in 150 ccm 
Wasser gelosten thymonucleinsauren Natriums wurden mit 
Toluol unter héufigem Umschiitteln 3 Tage im Brutschrank 
stehen gelassen. Es wurden 0,34g Guanin erhalten. Xanthin 
war vorhanden. Seine Menge konnte jedoch infolge eines 
Unfalls nicht festgestellt werden. Nach Hydrolyse wurden noch 
0,02 g Guanin und 0,015 Xanthin erhalten. 








Verdauung und Resorption von Nucleinsdure im Magendarmkanal. 
III. Mitteilung. 


Von 
E. S. London, Alfred Schittenhelm und Karl Wiener. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik in Erlangen und dem _ pathologischen 
Laboratorium des K, Instituts fiir experimentelle Medizin zu St. Petersburg.) 


In friiheren Versuchen') wurde von uns ermittelt, dab 
die Nucleinsiéiure im Magen keinerlei Veriinderung erleidet, dai 
sie aber im Diinndarm einer Aufspaltung unterliegt, wobei 
Nucleoside in geringen Mengen nachgewiesen werden konnten. 

Ks wurde von uns bereits friiher angenommen, dai der 
Pankreassaft keine wesentliche Rolle bei der Verdauung der 
Nucleinsiiure spielt Die folgenden Versuche sollen eine weitere 
Autklirung dieser Verhiiltnisse bringen. 

Wir verfiitterten Nucleinsiure der Reihe nach an einen 
normalen, einen magenlosen, einen pankreassaftlosen 
(Unterbindung aller Pankreasausfiihrungsgiinge) und _ einen 
pankreaslosen Hund, die alle eine Darmfistel im unteren 
lleum hatten, aus welcher der Darminhalt aufgefangen wurde. 
Der so erhaltene Chymus wurde einer mehrtiigigen Nachver- 
dauung im Brutschrank unterworfen. 

Die Verarbeitung geschah mittels fraktionierter blei- 
acetatfiillung und Bestimmung des Stickstoffs in den einzelnen 
Fraktionen. Es zeigte sich, dafi die Verdauung der Nu- 
cleinséure bei allen vier Hunden keine wesentlichen 
Differenzen zeigte. Unzersetzte Nucleinsaéure konnte nur in 
ganz geringen Mengen nachgewiesen werden; freie Purinbasen 
fanden sich in keinem Falle. Die Hauptmenge der Purin- 
basen befand sich offenbar in nucleosidartiger Bin- 


') Diese Zeitschrift, 1910, Bd. 70, S. 10, und 1911, Bd. 72, S. 459. 
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dung. Auch in diesem Versuch konnten wir Guanosin 
isolieren. 

AnschlieBend an diese Versuche am lebenden Tier bringen 
wir noch zwei Versuche, in denen die Nucleinsiiure mit Pankreas- 
resp. Darmsaft angesetzt und 4 Wochen im Brutschrank unter 
Toluolzusatz stehen gelassen war. Die Verarbeitung geschah wie 
in den andern Versuchen. Es zeigte sich in schéner Uberein- 
stimmung mit den Versuchen am lebenden Tier, dafi der Pankreas- 
saft keine wesentliche Veriinderung der Nucleinsiure herbei- 
zufiihren vermag. Die minimale Aufspaltung ist wohl eine Folge 
der Wiarmehydrolyse. Auferordentlich intensiv wirkte 
dagegen der Darmsaft. 

Unsere Resultate stehen durchaus im Einklang mit den 
Befunden von Levene und Medigreceanu,') welche das Ver- 
halten der Nucleinséiure gegen reine (Pawlowsche) Magen-, 
Pankreas- und Darmsiifte des Hundes priiften. Sie unterzogen 
der Priifung gleichzeitig die durch partielle Hydrolyse aus der 
Hefenucleinséiure erhaltenen Spaltungsprodukte, die Nucleotide 
und Nucleoside. lhre Untersuchungen zeigten mit Bestimmt- 
heit, dafiSi sowohl die Hefe- als auch die Thymonucleinsaure 
speziell durch den Darmsaft chemisch veriindert werden, wobei 


jedoch unter den angegebenen Bedingungen die Spaltung nicht 


iiber das Nucleosidstadium hinausging. Die Purin- und die 
Pyrimidinbasen waren in allen Versuchen in Verbindung mit 
dem Zucker geblieben. Auch die reinen Nucleoside (Inosin, 
(;uanosin) wurden von keinem der Safte angegriffen. 

Alle Versuche weisen also darauf hin, dai die Aufspaltung 
der Nucleinséiure im Darme vornehmlich den Fermenten des 
Darmsaftes zuzuschreiben ist, und daf} sie Halt macht bei den 
Nucleosiden, welche im Darme keiner weiteren fermentativen 
Aufspaltung und Umsetzung unterliegen. Ks ist klar, dab in den 
unteren Darmabschnitten die Bakterien ihre bekannte Wirkung 
auf diese Substanzen entfalten. 

Zu erwiihnen ist noch, da es uns in allen Versuchen, 
am meisten bei dem Reagenzglasversuche mit Darmsaft auffiel, 


') Journ. of Biolog. Chem., 1911, Bd. 9, 8. 375. 
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daf der Bleifallung ein sehr grofer Teil des Stickstofis entging. 
Ob die Unvollstiindigkeit der Bleifillung oder das Vorhanden- 
sein von Substanzen, die durch diese Fillung nicht niederge- 
schlagen werden, die Ursache ausmachen, mul} noch weiter ver- 
folgt werden. 

Experimenteller Teil. 

Kinem normalen Hund, der 125 cm vor der Ileocékal- 
klappe eine Darmfistel besah, wurden 30 g Thymonucleinsiiure 
zugefiihrt und der aus der Fistel ausflieSende Darminhalt 
8 Stunden lang aufgefangen. Der Chymus, der ein fliissiger 
Brei mit gelatinOsen Stiickchen war, wurde 8 Tage lang in den 
Brutschrank gestellt. 

Darnach waren in der Fliissigkeit nur noch geringe Mengen 
eines gelatindsen, mit Haaren vermengten Bodensatzes vor- 
handen. Von diesem wurde abfiltriert. 

Das Filtrat wurde auf 500 ecm aufgefiillt und der Stick- 
stoflgehalt nach Kjeldahl bestimmt. 5 cem verbrauchten 
23,2 ccm "/10o-H,SO,. Der Gesamtstickstoff betrug also 3,248 g. 

Die Fliissigkeit wurde dann mit Essigséure schwach an- 
gesiuert und mit 25°/oiger Bleiacetatldsung so lange versetzt. 
bis kein Niederschlag mehr auftrat. (I. Bleifallung.) Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, gut mit heibem Wasser ausgewaschen, 
in heifem Wasser suspendiert und bei Wasserbadtemperatur mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde 
auf 11 aufgefiillt und der Stickstoffgehalt bestimmt: 10 ccm 
verbrauchten 0,8 cem "/10-H,SO,. Der Stickstoffgehalt betrug 
also 0,1120 g N. 

In das Filtrat von der I. Bleifallung wurde abwechselnd 
Ammoniak und 25°/oige Bleiacetatlésung eingetragen, bis kein 
Niederschlag mehr entstand. (II. Bleifaillung.) Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, mit kaltem Wasser gewaschen, in heiBbem 
Wasser suspendiert und bei Wasserbadtemperatur mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde auf 500 ccm 
aufgefiillt und der Stickstoff bestimmt. 10 ccm verbrauchten 
9,4 ccm ™/10-H,SO,. Der Stickstoffgehalt betrug also 0,6601 g. 

Die folgenden Versuche wurden analog dem oben ge- 
schilderten verarbeitet. 
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Einem magenlosen Hund, der eine Ileumfistel 125 em 
vor der lleocékalklappe besab, wurden 15 g Thymonuclein- 
siiure zugefiihrt und der Darminhalt aufgefangen. Nach mehr- 
tiigiger Brutschrankverdauung resultierte eine braune Fliissig- 
keit, die filtriert wurde. Es war ein ganz geringer Filterriick- 
stand vorhanden. 

Das Filtrat wurde auf 400 ccm aufgefiillt und der Stick- 
stoffgehalt bestimmt: 5 ccm verbrauchten 24,4 ccm "/10-H,S,0. 
Der Gesamtstickstoff betrug demnach 2,7320 g. 

Die «I. Bleifiillung» wurde auf 1 1 aufgefiillt. 10 cem 
verbrauchten bei der Stickstoffbestimmung 1,4 ccm "/10-H,SO,. 
Der Stickstoffgehalt betrug demnach 0,1960 g. 

Die «II. Bleifiillung» wurde auf 400 ccm aufgefiillt und 
10 cem zur Stickstoffbestimmung verwendet. Diese verbrauchten 
7.8 cem "/10-H,SO,. Der Stickstoffgehalt betrug also 0,4368 g. 

Einem pankreassaftlosen Hund, der eineFistel 125cm vor 
der Ileocékalklappe besab, wurden 20 g Thymonucleinsiiure 
zugefiihrt und der Darminhalt 6'/2 Stunden aufgefangen. Der 
Chymus bestand aus gelatineartigen Stiicken. Nach 3tiigiger Brut- 
schrankverdauung wurde eine dunkle Fliissigkeit erhalten, die 
am Boden einen stark verunreinigten, gelatindsen Niederschlag 
zeigte. Das Filtrat hiervon wurde auf 500 ccm aufgefiillt und 
9 ccm kjeldahlisiert. Diese verbrauchten 15,0 ccm "/10-H,SO,. 

Der Gesamtstickstoff betrug demnach 2,1000 g N. 

Der «I. Bleiniederschlag» wurde auf 500 ccm auf- 
gefiillt. 10 cem verbrauchten nach Kjeldah! 1,4 ccm "/10- 
H.SO,. Der Stickstoffgehalt betrug also 0,0980 g. 

Der «II. Bleiniederschlag» wurde auf 1 | aufgefiillt 
und 25 ecem zur Stickstoffbestimmung verwendet. Diese ver- 
brauchten 12,7 ccm "/10-H,SO,. Der Stickstoffgehalt betrug 
also 0,7912 g. 

Einem pankreaslosen Hund, der eine Darmifistel an der 
lleocékalklappe besaf, wurden 20 g Thymonucleinsiure 
zugefiihrt. Der aufgefangene Chymus wurde mebhrtigiger Brut- 
schrankverdauung unterworfen. 

Nachdem von einem geringen gelatindsen, stark verun- 
reinigten Riickstand abfiltriert war, wurde die Fiiissigkeit auf 











90 EE. S. London, Alfred Schittenhelm und Karl! Wiener. 





400 cem aufgefiillt. 5 ccm kjeldahlisiert verbrauchten 11,05 ccm 
n/10-H,SO,. Der Gesamtstickstoff betrug also 1,236 g. 

Der «J. Bleiniederschlag» wurde auf 500 cem auf- 
gefiillt. 10 ccm verbrauchten nach Kjeldahl 1.5 ccm ™/10-H,SO,. 
Der Stickstoffgehalt betrug also 0,100 g. 

Der «II. Bleiniederschlag» wurde auf 500 ccm auf- 
gefiillt. 10 ccm verbrauchten nach Kjeldahl! 5,5 ccm "/10-H,S,0. 
Der Stickstoffgehalt betrug also 0,3810 g. 

Aus den vereinigten II. Bleiniederschligen konnten 0,4 ¢ 
Guanosin isoliert werden. Die Substanz gab eine starke Orcin- 
probe und enthielt Guanin. Adenosin wurde nicht gefunden. 

Die Versueche mit reinen Fermentlosungen wurden 
folgendermafen angestellt: 

10g Thymonucleinsiiure wurden heii in 300 ccm 
Wasser gelést und nach Abkihlung auf ca. 40° 50 cem durch 
eine geringe Menge Darmsaft aktivierten Pankreassaftes zu- 
gesetzt. Der Pankreassaft gab eine stark positive Probe mit 
Seidenpepton. 

Die Fliissigkeit wurde mit Toluol versetzt und vom 24. III. 
bis 25. IV. 11 in den Brutschrank gestellt. Nach Ablauf dieser 
Zeit war in der L6sung mit HNO, und Ammonmolybdat 
keine freie Phosphorsiéiure nachzuweisen. Dagegen ent- 
stand mit verdiinnter Salzsiure ein starker Niederschlag 
von Nucleinsiure. 

Die LoOsung wurde auf 500 ccm aufgefiillt und 10 ccm 
kjeldahlisiert. Sie verbrauchten 19,4 ccm "/10-H,SQ,. 

Der Gesamtstickstoff betrug demnach 1,3580 g. 

20 ccm wurden nun mit Bleiacetat wie in den vorher- 
gehenden Versuchen behandelt und die einzelnen Fiallungen 
selbst zur Stickstoffbestimmung verwendet. Die II. Bleiféallung 
wurde vorher zur Vertreibung des Ammoniaks mit Magnesium- 
oxyd gekocht. 

Die I. Bleifaéllung verbrauchte 25,5 ccm /10-H,SO,, 
woraus sich fiir 500 ccm ein Stickstofigehalt von 0,8950 g ergibt. 

Die II. Bleifallung verbrauchte 3,7 ecm. Daraus laBt sich 
fiir diese Fraktion ein Gesamt-N-Gehalt von 0,1295 g berechnen. 
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Ein weiterer Versuch wurde ganz analog dem eben be- 
echriebenen mit 50 ccm Darmsaft angesetzt und ebenso ver- 
arbeitet. 

Nach der Brutschrankverdauung lieB sich mit HNO, und 
Ammonmolybdat freie Phosphorsiure nachweisen, wihrend 
mit verdiinnter Salzsiure nur eine geringe Triibung 
entstand. 

Die Fliissigkeit wurde auf 500 cem aufgefiillt. 10 cem ver- 
brauchten nach Kjeldahl 19,3 cem "/10-H,SO,. Der Gesamt- 
stickstoff betrug also 1,3530 g. 

20 cem wurden mit Bleiacetat fraktioniert gefillt. 

Die I. Bleifallung verbrauchte nach Kjeldahl 4,8 cem 
n 1o-H,SO,, woraus sich ein Gesamtstickstoffgehalt von 0,1680 g 
berechnen JaBt. 

Die Il. Bleifallung verbrauchte 6,3 ccm "/10-H,SO,, was 
einen Stickstoffgehalt von 0,22%5 g fiir diese Fraktion ergibt. 

Das Filtrat hiervon wurde ebenfalls nach Vertreibung des 
Ammoniaks durch Kochen mit Magnesiumoxyd zu einer Stick- 
stoffbestimmung verwendet. Es wurden 27,0 ccm "/10-H,SO, 
verbraucht, woraus sich ein Gesamtstickstoffgehalt von 0,9450 g 
ergibt. 








Quantitative Untersuchungen tber den Gehalt von Aminostick- 
stoff in den Oxyproteinséuren des Menschenharns. 
Von 


Josef Browinski und Stefan Dombrowski. 


(Aus dem med.-chemischen Institut der Universitat Lwow [Lemberg]. Vorgelegt der 
Akademie der Wissenschaften in Krakau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, Januar 1912.) 


Die Oxyproteinsiiuren, welche im Harn von Menschen und 
Tieren von Bondzynski und seinen Mitarbeitern!) entdeckt 
wurden, stellen eigentiimliche Verbindungen dar, welche sowohl 
auf Grund ihrer Zusammensetzung und zwar hauptsichlich des 
Schwefelgehaltes, wie auch auf Grund der Unfiahigkeit zu dialy- 
sieren resp. ihrer schweren Dialysierbarkeit als dem Eiweil- 
molekiil noch ziemlich nahestehende Produkte des Abbaues von 
Kiweif im tierischen Organismus zu betrachten sind. Diese 
Betrachtungen lieBen vermuten, daB in den Oxyproteinsiuren, 
unabhiingig davon, ob sie als Polypeptide zu betrachten sind 


oder nicht — denn wohl nicht alle organische Verbindungen, 
welche durch Aminosiiurereste substituierte Aminogruppen ent- 
halten, sind zu den Polypeptiden zu rechnen — Stickstoff in 


Form von durch Saurereste substituierten Aminogruppen oder 
sit venia verbo in polypeptidartigen Bindungen enthalten sein 
miissen und aus der leichten Zersetzlichkeit der Oxyprotein- 
siiuren, besonders unter dem Einflu8 von verdtinnten Mineral- 
siiuren selbst in der Kiilte, was bei ihrer Darstellung bereits 
beobachtet wurde, lief sich erwarten, da in denselben die 
Aminosauregruppen mit besonderer Leichtigkeit durch Hydro- 
lyse in Freiheit gesetzt werden kénnen, oder daB solche Gruppen 


') Bulletin internat. de lAcad. de Scienc. de Cracovie, Juillet 1905, 
und Diese Zeitschrift, Bd. 46, S. 83. 
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in inren Molekiilen vielleicht bereits enthalten sind. Diese Frage 
einer experimentellen Priifung zu unterziehen, war besonders 
an der Zeit, seitdem von verschiedenen Autoren!) nach der 
Gegenwart von Aminosaéuren und Polypeptiden im Harn und im 
Blute geforscht wurde und zwar umsomehr, als diese Forschungen 
zu verschiedenen und oft sogar zu kontroversen Resultaten ge- 
fiihrt hatten. 

Die Bestimmung der Aminosiiuregruppen haben wir mittels 
der Formolmethode von Sorensen?) an reinen Priparaten von 
Baryumsalzen von allen bekannten Oxyproteinsaéuren, welche 
nach der Methode von Bondzynski, Dombrowski und 
Panek,*) sowie an einem reinen Praparat des Calciumsalzes 
von Urochrom, welches nach der Methode von Dombrowski‘) 


gewonnen wurde — und zwar sowohl direkt, wie nach vor- 
hergegangener Hydrolyse — ausgefthrt. 


Die Hydrolyse jeder von diesen Verbindungen wurde mit 
Salzsiiure unter verschiedenen Bedingungen, niimlich bei ver- 
schiedener Wirkungsdauer und bei verschiedener Temperatur, 
sowie mit Fluorwasserstoffsiure bewerkstelligt. Fluorwasser- 
stoffsiiure zur Hydrolyse von Oxyproteinsiiuren zu benutzen, 
bewogen uns die von Morel und Hugounenqu®) mit dieser 
Siure bei der Hydrolyse von Eiweifi erlangten Resultate. Von 
diesen Autoren wurde niimlich beobachtet, dal die Spaltung von 
KiweiBh mit Fluorwasserstoffsiure (40—50°/o) bei Wasserbad- 
temperatur ohne Verkohlung und ohne Oxydation, sowie ohne 
bildung von Ammoniak vor sich geht und doch vollstindig 
sein kann. 


') Frey und Gigon, Biochem. Zeitschrift, Bd. 22, 5.209. Yoshida, 
Biochem. Zeitschrift, Bd, 23, 5. 239. Henriques, Diese Zeitschrift, Bd. 60, 
5.1. Malfatti, Diese Zeitschrift, Bd. 61, S, 5, Bd. 66, S, 152. De Jager. 
Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 333, Bd. 65, S. 189. Sérensen und Hen- 
riques, Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 27, Bd. 64, S. 120. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 7, S. 45 u. 407, Bd. 21, 5. 131, Bd. 22, 


3 

hh. &. 

4) Bull. de l’Acad. de Science. de Crac., Octobre 1907, und Diese 
Zeitschrift, Bd. 54, S. 118. 

5) Bull. Soc. chim., 4° s., Bd. Ill, C. R. 1908. 
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Auf die Anwendung von Schwefelséure zur Hydrolyse 
haben wir verzichtet, weil damit angestellte Versuche ergaben, 
dal mit dem bei Neutralisation der Schwefelséure mit Baryum- 
hydroxyd ausfallenden Baryumsulfat reichliche Mengen von 
Spaltungsprodukten ausgefallt oder mitgerissen wurden. 

Da die Ammoniakbestimmung einen wichtigen Punkt der 
kormolmethode bildet, so wurden vorerst einige Versuche an- 
gestellt, um die Wahl einer Methode der Ammoniakbestimmung 
zu erleichtern. Es kamen hier niimlich zwei Methoden der Ver- 
treibung von Ammoniak in Betracht: namlich diejenige von 
Berthelot und Folin!) der Destillation mit frisch ausgegliihter 
Magnesia beim gewO6hnlichem Druck, sowie die Methode der 
Destillation unter vermindertem Druck mit Baryumhydroxyd in 
methylalkoholischer Losung, welcher Sorensen?) bei seiner 
Untersuchung sich bedient hatte. Mit Hilfe dieser zwei Methoden 
wurde, wie aus der Tafel I ersichtlich ist, in LOsungen sowohl 
von Urochrom wie von Alloxyproteinsiure Ammoniak immer 
in gleicher Menge in Freiheit gesetzt. 

Tafel I. 





Anzahl] der zur Bindung von Ammoniak ver- 


Substanz. ; 
brauchten ccm "/s-H,SO, 


Anzahl von ccm megan pene 
-— Destillat t Meo ‘Destillation mit Ba(QH), in 
ate estillation mit Mg methylalkoholischer Losung 


Urochrom | 





10 0,15 0,15 
25 1,0 | 0,8 
5 0,25 | 0,3 
20 1,1 | 1,0 
Alloxyproteinsiure | 
10 0,6 | 0,7 





Auf diese Ergebnisse gestiitzt, haben wir mit besonderer 
Riicksicht auf die labile Natur der Oxyproteinsiiuren in den 
meisten Versuchen das Vertreiben von Ammoniak mit Magnesia 
vorgezogen. 

) Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 515. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 120. 
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Der Aminosiurestickstoff liBt sich jedoch, wie wir uns iiber- 
zeugt haben, nicht allein aus der Differenz zwischen dem durch 
ormoltitration ermittelten und dem Stickstoff des Ammoniaks 
erhalten; er laBt sich auch direkt durch Formoltitration des nach 
Abtreiben des Ammoniaks zuritickgebliebenen Destillationsriick- 
standes bestimmen. Wir haben uns namlich iiberzeugt, was die 
afel Il veranschaulicht, daf die direkte Formoltitration des in 
Salzsiiure geldsten Destillationsriickstandes nach der Methode 
von Sérensen!) mit den auf indirektem Wege, aus Differenz 
erhaltenen, genau tibereinstimmende Resultate liefert. 


rT 
Tafel If. 
EE ee NE eee 
Bestimmung | Bestimmung von Amino- 
10h dios ee durch direkte 
; BruPE “| Formoltitration des 














Substanz. 


Anzahl von ecm 





i Differenz Destillationsriickstandes 
Losung in ccm 4/5-NaQH | in cem "/;-NaOH 
10 ecm von Uro- 0.9 10 
chromlésung ’ 
(0 ccm von Alloxy- | 
y 12 1,1 


a j 


proteinsdurelésung 

Die eigentlichen Versuche mit Oxyproteinsiuren wurden 
mit 23 g der betreffenden Baryumsalze angestellt. Die Sub- 
stanz wurde zu dem Zweck in 150—200 ccm Wasser gelost. 

10 cem von dieser LOsung wurden zur Bestimmung von 
Gesamtstickstoff, 10—20 ccm zur Formoltitrierung und dieselbe 
Quantitéit zur Ammoniakbestimmung verwendet. 

Zur Hydrolyse mit Salzsiure wurden 40—50 ccm der be- 
treffenden Lésung in einem Kolben mit 50 cem konzentrierter 
Salzsiure versetzt und 7—9 Stunden mit RiickfluBkiihler damit ge- 
kocht; von gebildetem Melanin wurde abfiltriert und der Stickstoff- 
gehalt desselben nach Kjeldahl ermittelt, das Filtrat vom Melanin 
fast bis zur Trockne abgedampft, die noch zuriickgebliebene 
Salzsdure mit Baryumcarbonat abgestumpft und die LOsung vom 
liberschiissigen Baryumcarbonat filtriert. Das Filtrat wurde auf 
100 cem gebracht und die eine Hiilfte (50 cem) davon zur Formol- 
litrierung, die andere zur Ammoniakbestimmung genommen. 


\ I. ¢. 
™ & 
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Zur Hydrolyse mit Fluorwasserstoffsaure wurden S50 ccm 
der LOsung einer Oxyproteinsdure in einem nach Morel aus 
Blei verfertigten und mit einem eine Riickflubréhre aus Blej 
enthaltenden Kiihler versehenen Apparat 24 Stunden lang mit 
50 ccm Fluorwasserstoffsaure (40°/o) auf dem Wasserbade er- 
wiirmt. Nach dem Abkihlen wurde das Produkt der Hydrolyse 
mit Natronlauge neutralisiert und filtriert. Das Melanin hatte 
sich bei Anwendung von Fluorwasserstoffsiure nur bei Hydrolyse 
von Urochrom gebildet. Das Filtrat wurde auf 100 ccm auf- 
gefiillt und zur Bestimmung von Ammoniak, sowie von Stick- 
stoff der Aminogruppen verwendet. Vor der Formoltitrierung 
wurde jedoch aus der Fltissigkeit das darin in Spuren enthaltene 
Blei_ mit Schwefelwasserstoff entfernt, worauf der Schwefel- 
wasserstoff mittels Durchleitung von Luft ausgetrieben wurde. 

Die L6sungen von Urochrom und von Alloxyproteinsiiure 
wurden auch der Hydrolyse mit Salzsiure bei Zimmertemperatur 
unterworfen. Nach Verlauf bestimmter Zeitabschnitte wurden 
25 ccm der LOsung entnommen, mit Baryumcarbonat neutra- 
lisiert, vom Uberschu8 desselben filtriert, auf 50 ccm aufgefiillt 
und zur Bestimmung von Ammoniak und Aminogruppen ver- 
wendet. bei Formoltitrierung betrug die Fliissigkeitsmenge in 
den ersten Versuchen ca. 30 ccm, in spiiteren 60 ccm. Es wurde 
immer nach Sorensen!) mit Lackmus neutralisiert, und nach 
Formolzusatz mit Phenolphthalein zur stark roten Farbe titriert. 
Auch die Kontrollosung wurde nach Sérensen dargestellt. Ob- 
wohl aber die Fliissigkeit nach der Hydrolyse immer mehr oder 
weniger dunkel gefiirbt war, konnten wir die von Sédrensen 
empfohlene Entfirbung mit Silbersalzen nicht anwenden, weil 
der Silberniederschlag betriichtliche Mengen von Stickstoffsub- 
stanzen mit sich rif. Wir zogen in diesen Fiillen vor, eines 
anderen Behelfes von Sorensen fiir solche Fille, némlich der 
mit Tropiolin und Bismarckbraun bereiteten Kontrollésung uns 
zu bedienen. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen haben wir in den 
vorliegenden Tafeln zusammengestellt. 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. 7, S. 45, u. Diese Zeitschrift, Bd. 63 
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Urochrom. 


Tafel II. 





a 











Milligramme von Stickstoff 
Art der eaten areata 
_ Nach der Hydrolyse mit Nach 
Substanz | Bindung | Vor der HCI bei Zimmertemperatur 7 gtiind. 
von N Hydrolyse| 3 6 14 30 Kochen 
| Tage | Tage | Tage Tage | mit HCl 
Calciumsalz | | | 
des NH,-+-NH,| 11,2 30,8 | 30.8 | 33,6 36.4 36,4 
l rochroms NH - | eer eee se . 
mit 196 mg NH, 6,4 16,8 | 16,8 | 19.6 | 19,6 11,2 
G.-N NH, 4.8 14 | 14 | 1 16,8 25,2 
| | | 
n 100 ccm] _ N des 0 1 go | g 0 ey 
Lisung — | Melanins | | 








Tafel LV. 





























ik ees Milligramme von Stickstoff 
or | Gnd. Vie Mile 
Substanz Bindung Vor der | Nach inne Nac h siniabaea 
— Hydrol ‘digem Kochen digem Erwiir- 
ee | mit HCl mem HF 
Calciumsalz des | NH, -+- NH, - | 47,6 53,2 
| a NH, 42 | 28.0 13.2 
G.-N in 100 ccm NH, on | 19.6 40,0 
Lésung Melanin — | 426 15,68 
Tafel V. 
°fo des Gesamtstickstoffs 
Art der |-— 
bia y a eon bei Nach Nach Nach 
a? Oe , en 7stiindigem Q9stiindigem 24stiind. 
von N- |Hydrolyse) 44 30 Kochen Kochen | Erwarmen 
Tage Tage | mit HCl mit HCl mit HF 
NH, — |3,26—2,77 10 | 5,7 | 18,52 8,74 
NH, 244 | 714 857 | 1286 | 12,96 26,44 
Melanin — 0 | 2.67 83 10,38 
Zusammen — 17,1 185 21,43 39,78 45,56 
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Aus obigen Tafeln fallt uns zunéchst auf, daB aus reinem 
Calciumsalz des Harnfarbstoffs mittels gebrannter Magnesia sich 
Ammoniak austreiben labt. Da es ausgeschlossen ist, dafi das 
zur Untersuchung angewandte Priiparat, welches sofort nach 
der Darstellung in einen Exsikkator gebracht und darin auf- 
bewahrt wurde, etwa eine Zersetzung erleiden konnte, so miissen 
wir annehmen, dafi im Urochrom ein geringer Teil von Stick- 
stoff in Form von Saéureamidogruppen etwa so locker wie in 
Carbaminsiiure gebunden ist: ferner bemerken wir, daB das Uro- 
chrom freie Aminogruppen nur in sehr geringer Menge enthiilt. 

Die Zersetzung des Urochroms mit Salzsiiure bei Zimmer- 
temperatur verlief nach 3 Tagen beinahe so weit wie nach 
30 Tagen. Nach Verlauf von 15 Tagen nahm die Hydrolyse 
niimlich schon gar nicht zu. Vor der Hydrolyse betrug der 
mit Magnesia als Ammoniak abspaltbare Stickstoff in dem unter- 
suchten Priiparate 3°/o des Gesamtstickstoffs ; der Aminostick- 
stoff 2,5°/o, nach 3-tiigiger Hydrolyse wurden also 7°/o des Ge- 
samtstickstoffs als Ammoniak, 6°/o in Form von Aminogruppen 
abgespalten. Durch 7stiindiges Kochen mit Salzsiiure wurde 
weniger (2,7°/o) Ammoniakstickstoff als bei Zimmertemperatur, 
dagegen mehr (10,4°/o) Aminostickstoff und auberdem 2,7°,) 
Stickstoff in der Form von Melanin abgespalten. Unter diesen 
Umstiinden wurde also im ganzen 16°/o Stickstoff abgespalten, 
wihrend beim Einwirken von Salzsiure bei Zimmertemperatur 
der abgespaltene Stickstoff 13°/o des Gesamtstickstoffs betrug. 
Nach 9 Stunden langem Kochen mit Salzséure war die Gesamt- 
menge des abgespaltenen Stickstoffs gleich 34,3°/o des Gesamt- 
stickstoffs, wovon 15,5°/o auf Ammoniak, 10,5°/o auf Amino- 
stickstoff und 8,3°/o auf Uromelaninstickstoff fielen. 

Beim Erwarmen des Urochroms mit Fluorwasserstoffsiiure 
auf dem Wasserbade ging die Hydrolyse etwas tiefer. Die (e- 
samtmenge des abgespaltenen Stickstoffs betrug dann 40°/o des 
Gesamtstickstoffs, woran Ammoniak mit 5,7°/o, der Aminostick- 
stoff mit 24°/o und der Melaninstickstoff mit 10,38°/o beteiligt 
war. Der Verlauf der Fluorwasserstoffhydrolyse war also milder. 
gleichzeitig jedoch tiefer als derjenige der Salzsiurehydrolyse. 
Die Menge des abgespaltenen Aminostickstoffs hat sich im 











Uber den Gehalt von Aminostickstoff im Menschenharn. 99 


Vergleich mit den Ergebnissen der HCl-Hydrolyse verdoppelt, 
wihrend der Ammoniakstickstoff bis zur Hilfte sich ver- 
mindert hatte. 


Die Alloxyproteinsaure. 
Tafel VI. 




















Art Milligramme von Stickstoff 
' der | Vor. Nach Hydrolyse mit HC] | Vor 
Sup- Nach 
Bin- | der bei Zimmer- | Nach | Sub- | der |ogctiina. 
stanz | gune Hy- temperatur Hy-| Er. 
dro- rn 10 | yi 31 9stiind. stanz — dro- wirmen 
von o: . nee 
~ [lyse Tage Tage Tage Tage Kochen lyse |™" 
NH, ' ee ; rr Alloxy- | 5 ac 
40 NH [140 (19,6 22,4 | 22.4 22.4 504 | Srotein. | 7:8) 56 
; ‘ saures 
Alloxy- NH, 4.2 5,6 | 5,6 |} 5,6) 5,6] 19,6 Natrium 2] 28 
| | 65,8 mg 
protein-| NH, | 9,8 14.0 16,8 | 16,8 16,8) 30,8 | Ps in | 5,7| 53,2 
| | | 100 com 
saures [Melanin] 0 0 0 | 0 |} O | 7,56  Losung 0 | 0 
Baryum]} | “sn 
a °/o des Gesamtstickstoffs 
154 mg : 
GN in] N¥s_ | 9,09/12,73 14,59) — | — | 32,73 11,8) 811 
100 cem] - s | | Ses 
a NH, | 2,73 3.6 3,68 — | — | 12,73 31 4,2 
Josung : oe ae ol we 
NH, 6,36 9,13 10,96 — — | 20,00 | 8.4 76.9 
Melanin} —| —| — —;} —}] 49 | | — — 








Aus Alloxyproteinsiure lief sich ebenfalls durch Kochen 
mit gebrannter Magnesia ein geringer Teil von Stickstoff als 
Ammoniak abspalten und diese Siiure enthielt auch freie Amino- 
gruppen. Die Hydrolyse der Alloxyproteinsiure mittels Salz- 
siiure bei Zimmertemperatur erlangte schon nach 10 Tagen fast 
ihr Maximum, denn nach 24 und sogar 31 Tagen blieb die 
Menge des gebildeten Aminostickstoffs (4,6°/o des Gesamtstick- 
stoffs) und des Ammoniakstickstoffs gegentiber der nach 10 Tagen 
gefundenen unverandert und die Gesamtmenge des abgespaltenen 
Stickstoffs hat 5,6°/o des Gesamtstickstoffs nicht tiberschritten. 

Nach 9 Stunden langem Kochen mit Salzsiiure ist die 
Gesamtmenge des abgespaltenen Stickstoffs auf 23,7°/o gestiegen, 
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wovon entfielen auf Ammoniak 10°/o, auf Aminostickstoff 13,6 °/o, 
auf melaninoide Korper 4,9°/o des Gesamtstickstoffs. 

Die Anwendung von Fluorwasserstoffséure zur Hydrolyse 
iinderte die Spaltung: Dieselbe wurde tiefer, es spalteten sich 
69,3°/0 des Gesamtstickstoffs, also 3mal so viel Stickstoff ab, 
als nach dem Kochen mit Salzséure, wovon nur 1,1°/o als 
Ammoniak und 68,2°/o in der Form von Aminogruppen ab- 
gespalten wurden. Die Hydrolyse mit Fluorwasserstoffséure ver- 
lief also auch hier milder und tiefer als die Salzsdurehydrolyse: 
die Menge des gebildeten Ammoniakstickstoffs war um das 
10fache geringer als bei der Spaltung mit HCI, die Menge des 
Aminosiurestickstoffs dagegen 5mal grofer und es entstanden 
dabei auch keine melaninoide Produkte. 


Die Antoxyproteinsaure. 
Tafel VII. 




















es om Milligramme von Stickstoff 
Substanz Bindung ie | Nach 9stiind. Nach 24stiind. 
von N nn | aeqene Erwirmen 
| mit HCl | mit HF 
NH, ++ NH, 96 | 61,6 644 
NH, ®) | 30.8 | 5.6 
Antoxy- NH, 196 | 308 58.8 
proteinsaures} = Melanin 0 | 7.28 0 





Baryum ; 
°lo des Gesamtstickstoffs 


173.6 mg 





G.-N NH, -+ NH, 11,29 | 36,1 | 37,09 
— ee NH, 0 / 1805 | 3,2 
me NH, 1129 | 1805 | 33,89 
Melanin — | 4,29 0) 
Zusammen — a 40,39 a 37,09 





Aus der Antoxyproteinséure lie} sich mit gebrannter 
Magnesia Ammoniak nicht abspalten. Die freien Aminogruppen 
enthielt diese Saure jedoch in gréferer Menge als die Alloxy- 
proteinsdure. Die Hydrolyse dieser Saure verlief sowohl beim 
Kochen mit Salzsiure wie auch beim Erwiirmen mit Fluor- 
wasserstoffsiiure auf dem Wasserbade bis zu derselben Grenze. 





SSSR eat aa eigen 
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Die Gesamtmenge des abgespaltenen Stickstoffs betrug in beiden 
Killen 29%/o. Die Salzsiiure wirkte jedoch energischer, sie rief 
olfenbar sekundire Zersetzungen hervor, denn unter ihrer Wir- 
kung wurde nur 6,76°/o des Gesamtstickstoffs in Gestalt von 
Aminogruppen, dagegen 18°/o als Ammoniak und 4,29°/o in Form 
eines melaninoiden Stoffes abgespalten, wiihrend nach der 
Hydrolyse mit Fluorwasserstoffsiure im Gegensatz dazu 22,6 °/o 
des Gesamtstickstoffs Aminosiéurestickstoff und 3,2 °'o Ammoniak- 
stickstoff waren. Melaninoide Produkte sind bei Einwirkung 


yon Fluorwasserstoffsiiure nicht entstanden. 


Die Oxyproteinsiiure. 
Tafel VIII. 




















ee we 
Milligramme von Stickstoff 
Art der 
oo Bindung —- Nach der Hydrolyse 
, 9 stiind. 24stiind. Er- 
von N pene | on t ir 
Hydrolyse ‘Kochen mit HC] wiirmen mit HF 
NH, -+ NH, 39,2 | 70,56 89,6 
NH, 0 | 25,2 8.4 
() ’ ] al Y ‘ ~ 6 ’ 
aypoonenn NH, 39,2 | 45,36 81,2 
— Melanin 0 | 4,48 0 
Baryum " 
°lo des Gesamtstickstoffs 
100.8 mg 
G-N NH, + NH, 388 | 70,0 | 88,8 
in 100 ecm NH; 0 | 2) 8,3 
Losung NH, 38.8 | AD 80,5 
Melanin — 4,4 -— 
Zusammen ~- | 74,4 88.8 








Die Oxyproteinsiure lief ebenso wie Antoxyproteinséure 
vor der Hydrolyse keinen Stickstoff in Ammoniakform mit 
Magnesia abspalten. Die Formoltitration ergab dagegen, dab 
(diese Séure als solche freie Aminogruppen in_ betriichticher 
Menge enthielt: Mehr als ein Drittel ihres Stickstoffs bildete 
ollenbar in ihrem Molekiil solche Gruppen. Bei der Hydrolyse 
mit Salzséure wurden 35,6°/o ihres Stickstoffs abgespalten, wo- 
von 6,2°%/o in Form von Aminosaéuren, 25°/o als Ammoniak und 


, 


+,4%o in melaninoiden Stoffen. Bei Anwendung von Fluor- 
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wasserstoffsaure war die Hydrolvse hier ebenso wie in Ver- 
suchen mit anderen Oxyproteinsduren tiefer, indem die Menge 
des abgespaltenen Stickstoffs 50°/o des Gesamtstickstoffs betrug, 
woran Ammoniak nur mit 8,3°/o (83mal weniger als bei Salz- 
siurehydrolyse) beteiligt waren. Melaninoide Produkte sind dabei 
nicht entstanden. 

Tafel IX. 


°» des Gesamtstickstoffs. 























een ee 
Art der a Alloxy-  Autoxy- | Oxy- 
Bindung protein-  protein- | protein- 
von N chrom siure | siiure | siure 
Vor der NH, 277 |2,.73|3,1 | > | «@ 
Hydrolyse NH, | 24 6,368.7 | 11,29 38,8 
Nach der NH, | 1852 | 12,73 | 1805 | 25 
Hydrolyse durch NH, | 12,96 | 20,00 | 18,05 45 
9stiind. Kochen Melanin 8.3 490 | 429 4.4 
mit HCI Zusammen 39,78 37.63 4) 39 74.4 
Nach der NH, | 874 | 42 | 32 | 88 
as" a NH, | 2644 | 769 | 3389 | 805 
‘rwarmen in ' 
24 Stunden Melanin | 10.88 0 | 0) | 0 
mit HF Zusammen 45,56 = 81.1 | 37,09 | 888 


Die quantitativen Untersuchungen von Urochrom, sowie 
von Oxyproteinsiiuren auf die Gegenwart von freien Amino- 
gruppen resp. auf die Bildung von Aminosiiuren bei der Hydrolyse 
gestatten uns, folgendes zu schliefen: 

|. Die mit Bleiessig nicht fallbaren Oxyproteinsauren weisen 
vor der Hydrolyse keinen mit Magnesia in Ammoniakform ab- 
spaltbaren Stickstoff auf, sie enthalten dagegen betrichtliche 
Mengen von freien Aminogruppen. In der Antoxyproteinsdure 
entfillt 11,3, in der Oxyproteinsiure sogar 38,8 °/o des Gesamt- 
stickstoffs auf diese Gruppen. Die mit Bleiessig fallbaren Oxy- 
proteinsiiuren enthalten vor der Hydrolyse Aminogruppen in 
bedeutend geringerer Menge. In der Alloxyproteinsaure bildete 
niimlich der Stickstoff dieser Gruppen nur 6—8°/o, im Uro- 
chrom sogar nur 2° 0 des Gesamtstickstoffs. 
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Die Gegenwart in Oxyproteinsiure und Antoxyproteinsiure 
von freien Aminogruppen, welche formoltitriert werden kénnen, 
weist darauf hin, daS diese Séuren einer tieferen Spaltung von 
EiweiB ihre Entstehung verdanken als die Alloxyproteinséure 
und besonders als das Urochrom, und daf sie demzufolge 
weniger zusammengesetzte einfachere Koérper sind als die 
letzteren Séuren. 

2. Gleichzeitig geht aus diesen Untersuchungen hervor, 
daf im normalen Menschenharn in der Gestalt von Oxyprotein- 
siiuren zusammengesetzte Aminosiiuren enthalten sind, deren 
freie Aminogruppen unmittelbar im Harn mit Formol sich 
titrieren Jassen. In den Untersuchungen von Henriques und 
Sérensen?) entfiel im nach einer gemischten Kost entleerten 
Harne eines gesunden Menschen auf formoltitrierbaren Amino- 
stickstoff 1,6—2,0°/o des Gesamtstickstoffs. Der Befund von 
Aminogruppen im normalen Menschenharn wurde meistens auf 
einfache Aminosiiuren, wie Glykokoll, bezogen. Jetzt ist ein- 
leuchtend, dai dieser Aminostickstoff im gréeren Teil oder 
vielleicht im Ganzen den Oxyproteinsiiuren gehort. In kiirzester 
Zeit werden wir tibrigens den Anteil von Oxyproteinsiiuren an 
dem formoltitrierbaren Aminostickstoff eines normalen Menschen- 
harns quantitativ bestimmen. 

3. Weiter geht aus unseren Versuchen hervor, dal 
alle Oxyproteinséuren und das Urochrom bei Einwirkung von 
hydrolytischen Agenzien, und zwar bei einem miibigen Gehalt 
derselben schon bei Zimmertemperatur Aminosiéuren abspalten. 
An der Hand dieser Beobachtung ist man zu zweifeln be- 
rechtigt, ob die von verschiedenen Autoren im Harn sowie 
auch im Blute und Transsudaten gefundenen Aminosiiuren darin 
wirklich priiexistiert hatten, und nicht etwa unter der Wirkung 
der Reagenzien (Natronlauge oder Salzsiéiure bei Anwendung 
von Naphthalinsulfochlorid) aus den Oxyproteinsiiuren  ent- 
standen sind. 

4. Ferner ist ersichtlich, daB der Verlauf der Hydrolyse 
verschieden sich gestaltet, je nachdem dieselbe mit Salzsiiure 


') Diese Zeitschrift, Bd. 60, 5. 1. 











104 Josef Browinski und Stefan Dombrowski, 


oder Fluorwasserstoffsiure ausgefiihrt wird. Beim Kochen mit 
Salzsaure werden grobe Mengen von Ammoniak gebildet, wahr- 
scheinlich infolge der sekundiren Wirkung dieses hydrolytischen 
Agens auf die freiwerdenden Aminosiiuren, daneben finden 
Oxydations- und Kondensationserscheinungen statt, was die 
Bildung von melaninoiden Substanzen aus allen Oxyprotein- 
siuren beweist. Die Hydrolyse mit Fluorwasserstoffsiure ver- 
liuft trotz niederer Temperatur tiefer unter Bildung von griferer 
Menge von Spaltungsprodukten und darunter bedeutend geringerer 
Menge von Ammoniak, als die Hydrolyse mit Salzsiure. 

Die Menge des abgespaltenen Aminostickstoffs betrug: 
im Fall von Oxyproteinséure 41,7°/o des Gesamtstickstoffs bei 
Anwendung von HF, statt 6,2°/o bei Anwendung von HCI; im 
Fall von Antoxyproteinsadure 22,6°/o bei HF, statt 6,8°/o bei HCI; 
im Fall von Alloxyproteinsiiure 68,2°/o bei HF, statt 13,64°/o 
bei HCl; im Fall von Urochrom 24°/o bei HF, statt 10,5°/o 
bei HCl. 

Auferdem entsteht bei der Hydrotyse mit Fluorwasser- 
stoffsiure, trotzdem dal sie tiefer verliuft, ein Melanin nur 
aus Urochrom. Die melaninoiden Substanzen, welche bei der 
Hydrolyse von Antoxy-, Oxy- und Alloxyproteinsadure entstehen, 
stellen mehr Produkte einer mit Oxydation verbundenen Kon- 
densation dar — Korper, welche mit jenen Melaninoiden- sowie 
Huminsubstanzen vergleichbar sind —, welche Samuely!) bald 
durch Hydrolyse von Proteinen, bald kiinstlich aus Amino- 
siuren und Kohlenhydraten erhalten hatte. 

5. Die Bildung von Melanin ausschlieblich aus Urochrom 
bei der Hydrolyse mit Fluorwasserstoffsiure und seine Ab- 
wesenheit unter den Abbauprodukten anderer Oxyproteinsauren 
kann als Beweis gelten, wenn eines solchen es bediirfte, dab 
keine von den Oxyproteinséuren Muttersubstanz des Urochroms 
(Urochromogen) sein kann. 

Wir bemerken dies deshalb, weil Moritz Weif *) in jener 
Giruppe von Oxyproteinsiéuren, welche mit Bleiessig nicht fallbar 
sind, sogar zwei Urochromogene, welche er mit a und £ be- 

') Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 2, 8. 355. 

*) Biochemische Zeitschrift. Bd. 30, S. 333. 





Uber den Gehalt von Aminostickstoff im Menschenharn. 105 


zeichnet, zu finden glaubt. «Echtes Urochrom» nennt Moritz 
Weif jene Verbindung, welche nach der Fillung mit Kupfer- 
acetat in Lésung unter Gelbfarbung derselben bleibt und 
dann beim Zusatz von Bleiessig mit der Alloxyproteinséure 
sich niederschliigt. Mit Nachdruck miissen wir hervorheben, 
daB Moritz Wei die von einem von uns’) festgestellte Tat- 
sache auBer acht gelassen hat, dafi das Urochrom eine aufer- 
ordentlich leicht zersetzliche und besonders leicht oxydierbare 
Verbindung ist. Seine Fallung mit Kupferacetat aus dem Harn 
sowie aus reinen Losungen beruht auf der Bildung einer wasser- 
unléslichen Cuproverbindung, sie kann somit nur unter Re- 
duktion des Kupferacetats erfolgen. Im Harn kénnen an dieser 
Reduktion auch andere Korper mitwirken, in einigermaben 
reinen L6sungen wird dieselbe auf Kosten des Harnfarbstoffs 
selbst geschehen miissen. Die Fallung des Urochroms mit Kupfer- 
acetat, und zwar insbesondere aus einigermafen reinen LOsungen 
ist deshalb unvollstiindig, weil sie notwendigerweise mit der 
Oxydation eines Teiles des Urochroms verbunden ist. Das in 
Losung zurtickbleibende Oxydationsprodukt des Harnfarbstoffs 
erteilt den Filtraten von Kupferniederschliigen die schwach gelbe 
Farbe, welche denselben noch eigen ist. Die Bezeichnung des 
mit Kupferacetat fiillbaren  stickstoff- und schwefelhaltigen 
Kérpers als Urochrom geschah bekanntlich auf Grund einer 
sehr eingehenden Untersuchung dieser Verbindung: ihrer Rein- 
gewinnung, Ermittlung ihrer Zusammensetzung, Erforschung 
ihrer Eigenschaften und einiger ihrer wichtigsten Spaltungs- 
produkte, sowie Erkennung ihrer Beziehungen einerseits zu dem 
schwefelreichen Pigment vom Harn und von melanotischen 
Geschwiilsten, anderseits zum Proteinochromogen. Hiitte Herr 
Weil aus dem Kupferniederschlag die Verbindung rein dar- 
gestellt und ihre Eigenschaften studiert, so wiire er, wenn 
nicht aus anderen Griinden, so wenigstens durch die Erkenntnis, 
dafi das Problem sehr schwierig ist, von seinen Schlubfolgerungen 
abgehalten. Statt dessen hat er jedoch vorgezogen, die Farbe 
von Lésungen und Niederschliigen, welche er bei der Behand- 





') Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 188 (1907). 
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lung eines Gemenges von Proteinséuren mit Quecksilberacetat 
und Kupferacetat erhalten hat, zu verfolgen, und zwar offenbar 
von dem Standpunkt aus, dafB eine Loésung oder ein Nieder- 
schlag, welcher gelb ist, Urochrom, und welcher nach der 
Oxydation erst gelb wird, Urochromogen enthalten muS. Auf 
diese Weise bezeichnet er als a- und B-Urochromogene Sub- 
stanzen, welche er weder isoliert noch irgendwie genauer unter- 
sucht hatte und welche nach unseren Erfahrungen ein Gemenge 
von Alloxyproteinsaéure und einer oder mehreren mit Bleiessig 
sowie auch mit Quecksilberacetat aus saurer Lésung fillbaren 
Siuren war. Endlich hat er sich auch tber die wichtigste Tat- 
sache, welche der neuen Auffassung von Urochrom zugrunde 
liegt, niimlich iiber den Schwefelgehalt des Harnfarbstoffs ohne 
weiteres hinweggesetzt und sich der Annahme von Hohlweg, 
Salomonsen und Mancini angeschlossen, daf dasselbe eine 
schwefelfreie Verbindung wire ungeachtet dessen, daf von 
einem von uns!) bewiesen wurde, dafi diese Behauptung irrig ist. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 358. 
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Uber Hydrolyse und Konstitution des Lecithins. 
Von 


F. Malengreau und G. Prigent. 


Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Universitat Lowen |Louvain}.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1912.) 


In einer friiheren Arbeit!) haben wir die Verseifungs- 
geschwindigkeit der Glycerinphosphorsdure in wasseriger Losung 
bei 100° untersucht und im besondern den Einfluf der bei der 
elektrolytischen Dissoziation von Sauren entstehenden H-Ionen 
auf diese Verseifungsgeschwindigkeit. Wir haben konstatieren 
kinnen, dai jenseits einer bestimmten, sehr niedrigen Kon- 
zentration die H-lonen als negative Katalysatoren wirksam 
sind. Die Verseifungsgeschwindigkeit erreicht ihr Maximum 
bei den sauren Glycerinphosphaten und nimmt in dem Mafe 
ab, als die Konzentration des wirksamen Katalysators zunimmt. 
Wir haben gezeigt, dafi diese Wirkung einzig und allein den 
H-lonen zuzuschreiben ist, das elektronegative Radikal der Saéure 
schien gar keinen Einflu{ auf die Geschwindigkeit der Hydrolyse 
zu haben. 

Diese friihere Arbeit hat es uns mdglich gemacht, das 
Ziel, das wir uns gesetzt hatten, zu verfolgen, nimlich den 
Gang der fortschreitenden Verseifung der Lecithine unter dem 
Einflu8 von verdiinnten Siuren zu untersuchen. — Es lag uns 
daran, festzustellen, ob bei der Hydrolyse des Lecithins in 
wisseriger LOsung bei 100° in Gegenwart von Siiuren das im 
Molekiil enthaltene glycerinphosphorsaure Radikal sich ebenso 
verhalt wie die synthetische Glycerinphosphorsiure. 

Wir haben nun gefunden, daf die Verseifung in beiden 
lallen in gleicher Weise verliuft, ohne daB die Fette und das 
Cholin irgend einen Einflu8 auf die Verseifung ausiiben. 


') Diese Zeitschr., Bd. 73, S. 68 (1911). 
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GemiaB der fiir gewOhnlich angenommenen Konstitutions- 
formel des Lecithins 
H,C—O 0C,,H,, 


HC—O 0C,,H,, 


OCH, 
OPZ OH 
No- CH, 


H,C—N(CH,),OH 

scheint die Abspaltung der verschiedenen Radikale im Molekiil 
gleichzeitig beginnen, und das Auftreten der Phosphorsiure zu- 
gleich mit dem der Fettséuren stattfinden zu konnen. Die Ab- 
spaltung dieser letzteren erfolgt gleichwohl sehr viel schneller, 
als die Verseifung des Glycerinphosphorsiéureesters, und der 
Unterschied zwischen diesen beiden Geschwindigkeiten ist um 
so mehr ausgesprochen, als die Konzentration der Séure als 
Katalysator erhoht ist. 

Interessanter im Hinblick auf die Konstitution des Leci- 
thins ist die Frage nach der Geschwindigkeit der Abspaltung 
des Cholins. Zufolge der ersten Arbeiten tiber diese Frage 
(Diakonow,') Strecker,?) Gilson,*) Hundeshagen),*) hatte 
man fast allgemein angenommen, da die Verbindung des Cholins 
mit HPO, durch die Alkoholgruppe OH bewirkt wird, wodurch dann 
ein Ester zustande kommt. Das Lecithin miifte demnach als ge- 
mischter Ester der H,PO, angesehen werden, was aus ihrer Ver- 
bindung mit der Alkoholfunktion eines Trimethylenderivates, sowie 
einer solchen eines Athylenderivates hervorgeht. Es wiirde dann 
zum Typus der gemischten Ester von der allgemeinen Forme!: 

OR 

opZ or’ 

OH 
gehoren. — Die Abspaltung des Cholins miiBte bei der Hydro- 
lyse der Lecithine analog erfolgen, wie bei anderen Estern der 
H,PO,, wenn nicht das Radikal N(CH,), einen ganz besonderen 


') Zentralblatt f. d. med. Wiss., S. 438 (1868). 
*) Annalen d. Chemie, Bd. 148, S. 77 (1868). 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. 12, S. 585 (1888). 

4) J. f. prakt. Ch. (1883), S. 219. 
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KinfluB ausiibt, was wir bis jetzt nicht bestétigen konnten, und 
was wenig wahrscheinlich war. 

Wir haben insbesondere die Verseifung des Glycerinesters 
studiert. Vor uns hatte Cavalier’) die Verseifungsgeschwindig- 
keit der Mono-, Di- und Triesterverbindungen mit Methy]l-, 
\thyl- und Allylalkohol untersucht. Die Verseifung aller dieser 
Ester verlauft gleichartig: sie schreitet langsam fort. In den 


Diesterverbindungen vor allem, vom Typus 
OR 
op or’, 
OH 


ist die Verseifungsgeschwindigkeit der beiden Alkoholgruppen 
deutlich dieselbe. Es scheint eine allgemeine Regel fiir die 
Verseifung zu existieren, welche wir bei der Abspaltung des 
Cholins wiederfinden mii&ten. 

Es schien uns darum interessant, bei der Hydrolyse der 
Lecithine die Geschwindigkeiten zu vergleichen, mit denen die 
beiden Gruppen, die man gewOohnlich als Estergruppen der Phos- 
phorsdéure betrachtet, verseift werden. 

Bis jetzt scheinen alle Autoren, die sich mit dieser Frage 
beschaftigt haben, nur die Abspaltung der N-haltigen Gruppe 
verfolgt zu haben, und die Angaben, die iiber das Schicksal 
der P-haltigen Gruppe gemacht sind, sind wenig zahlreich. 

Aus unseren Untersuchungen geht klar hervor, daf das 
Cholin sich nicht nach Art eines Phosphorsiéureesters verhiilt. 
Seine Abspaltung erfolgt schnell und halt gleichen Schritt mit 
derjenigen der Fettsiiuren. Gilson, der im Jahre 1888 eine 
zur unserigen bis zu einem gewissen Grade analoge Arbeit 
unternommen hatte, zieht ganz andere Schlisse aus ihr. 

Dieses ist durch drei Griinde bestimmt: 

1. durch seine qualitativen experimentellen Resultate, 

2. durch die Konzentration der Siiuren, die er angewandt 
hat (10, 20, 50°/o H,SO,), die fiir Untersuchungen dieser Art 
zu hoch ist, 

3. endlich dadurch, daB Gilson glaubte, entgegengesetzt 
dem in der Folge gemachten Befunde, dafi das Radikal OH der 


') Ann. de Chimie et de Physique (7), t. 18, p. 449 (1899). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 8 
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Phosphorséure, welches sich zuerst verbindet, um einen Ester 
zu geben, das OH einer starken Séure sei, wahrend man jetzt 
weil}, daB es das OH einer sehr schwachen Saure ist. 

Ohne dafB wir die Absicht haben, die von Strecker in 
Vorschlag gebrachte und von Gilson verteidigte Konstitutions- 
formel des Lecithins zu verwerfen, glauben wir indessen im 
Recht zu sein, wenn wir sie ernstlich in Zweifel ziehen. Es 
ist uns schwer, wenn nicht unmdglich, eine esterartige Bindung 
zwischen dem Cholin und der Phosphorsiure gelten zu lassen. 
Die wahre Natur dieser Verbindung entzieht sich noch unserer 
Kenntnis. Man wird sie erst aufklaren kinnen, glauben wir, 
durch eine systematische Untersuchung der dem Lecithin analog 
konstituierten synthetischen Phosphorséureester. Unsere Ver- 
suche sind in diesem Sinne angestellt. 
































Experimenteller Teil. 


Alle unsere Untersuchungen haben sich auf ein Lecithin- 
cadmiumchlorid bezogen, das durch Fallung eines Lecithins aus 
Kidotter (Kahlbaum) mittels CdCl, aus alkoholischer Lésung 
erhalten war. Dieses Lecithin wurde hierauf bis zur Gewichts- 
konstanz iiber Schwefelsiure getrocknet. Wir haben daraut 
verzichtet, das Lecithin als solches zu verwenden, weil es fast 
immer Verunreinigungen enthalt, wie das alle Analysen des 
Cholins in den letzten Jahren erwiesen haben. 

Das Verhiltnis von P zu N geht aus folgenden Analysen 


hervor: 
Phosphor: 
0,9769 g Substanz gaben 0,1104 Mg,P,0, = 3,14°/o 
1,0568 » » »  0,1185 Mg,P,0, = 3,12°/o 
Mittel 3,13 /o 
Stickstoff: 2 
0,5267 g Substanz brauchten 5,22 ccm 0,1 n-H,SO, = 1,387° » 
0,3020 » , » 2,96 » 0,1 n-H,SO, = 1,375° » 
0,3945 » / , 3,97 » 0,1 n-H,SO, = 1,40 °» 


Mittel 1,385") 
N: 
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Wir haben fiir jeden Versuch 2—4 g Lecithin, sowie die 
50fache Gewichtsmenge einer Séurelésung von bekanntem (e- 
halt in einen Glaskolben hineingebracht: Die Mischung wurde 
hierauf am RiickfluBkiihler wihrend einer bestimmten Zeit im 
Sieden erhalten und der Kolben unmittelbar hierauf wieder ab- 
gekiihlt. Die fest gewordene Masse der Fettsiuren kann von 
der vollkommen klaren Fliissigkeit des Kolbeninhaltes durch 
Filtrieren getrennt werden. Mit Riicksicht darauf, daf die Fett- 
siiuren leicht die Flissigkeit zuriickhalten, wurden sie 7- oder 
8 mal mit kochendem W asser ausgewaschen und nach dem Wieder- 
erkalten und Festwerden der unldsliche Riickstand abfiltriert. 

Die Filtrate wurden vereinigt und auf dem Wasserbad 
eingedampft. Oft scheidet sich hierbei eine geringe Quantitit 
unldslicher Fettséuren aus, die man durch erneute Filtration 
entfernt. Die Niederschlige wurden jedesmal auf die Anwesen- 
heit von Stickstoff und Phosphor geprift. Fast immer ergab 
die Analyse ein negatives Resultat. Bisweilen wurden mini- 
male, nicht wiagbare Spuren von Stickstoff und Phosphor ge- 
funden, die durch das Auswaschen unvollstindig entfernt waren, 
wie das die Analysen im loslichen Teile dartun. Endlich wurde 
dieser lésliche Teil durch Eindampfen auf ein bestimmtes Vo- 
lumen, gewOhnlich 125 ccm, gebracht und hiervon die ver- 
schiedenen fiir die Analysen erforderlichen Mengen entnommen. 


Verseifung der Glycerinphosphorsiure. 

Es existieren nur sehr wenig Angaben tiber die Verseifung 
der in dem Molekiil des Lecithins enthaltenen Glycerinphosphor- 
sdure in saurem Medium. Gilson’) hat darauf hingewiesen, 
dai Phosphorsadure auftritt, wenn man eine dtherische Lésung 
von Lecithin mit einer wisserigen Schwefelsiiurelésung von 10, 
20 und 50°/o in der Kalte schiittelt. Seine Arbeit entbehrt 
gleichwohl vollig quantitativer Angaben. Moruzzi?) behauptet, 

') a. a. O. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 352 (1908). 

Es ist nicht zweifelhaft, daf\ bei dieser Analyse, welcher Moruzzi 
nur einen untergeordneten Wert beimift, der gréfte Teil der Glycerin- 
phosphorséure durch den reichlichen Niederschlag von BaSO, zuriick- 


gehalten worden ist, was die Annahme ihrer Zersetzung hat aufkommen 


lassen. 
&* 
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ohne dafi wir seine Resultate gelten lassen konnten, daf er 
nach einer durch 10°/oige Schwefelséure bewirkten Hydrolyse, 
die vier Stunden gedauert hatte, nur 15°/o der urspriinglichen 
Glycerinphosphorséure wieder gefunden habe. 

Im allgemeinen hat man sich mit dieser Frage wenig 
beschaftigt und seine Aufmerksamkeit mehr auf die stickstoff- 
haltige Gruppe gerichtet. 

Wir haben oft bemerkt, daf bei der Hydrolyse der Le- 
cithine durch geniigend konzentrierte Sdéureldsungen nach der 
Neutralisation ein sehr reichlicher Riickstand von Glycerinphos- 
phaten zuriickbleibt. Diese Tatsache steht in Ubereinstimmung 
mit den Resultaten unserer vorhergehenden Arbeit iiber die Ge- 
schwindigkeit der Hydrolyse der Glycerinphosphorsiure. Wir 
wollten einen genaueren Ausdruck hierfiir finden, indem wir 
die Verseifungsgeschwindigkeit der in dem Lecithin enthaltenen 
Glycerinphosphorsiure bei Gegenwart einer verdiinnten Saure 
annihernd zu bestimmen suchten. 

Wir haben uns einer 0,1 n-H,SO,-Lésung bedient. Die 
Untersuchungen mittels dieser L6sung haben uns zu Resultaten 
gefiihrt, die wir durch einige andere Hydrolyseversuche stiitzten, 
bei denen wir die Konzentration oder die Art der Sdaure 
varilerten. — 

Die Phosphorséure wurde wie in unserer ersten Arbeit 
als Magnesiumpyrphosphat bestimmt. Diese Bestimmung gibt 
uns AufschluB tiber die Freisetzung des Glycerins und erlaubt 
uns also, den Weg der Verseifung des Glycerinphosphorsaure- 
esters zu verfolgen. 

Wir haben mit Gesamtphosphor die Gesamtheit des durch 
die Hydrolyse in Lésung gegangenen Phosphors_ bezeichnet. 
Dieser Phosphor kann theoretisch sich in vier verschiedenen 
Verbindungen vorfinden: als Phosphorséure, Glycerinphosphor- 
siiure, Phosphorsiiureester des Cholins und zweifacher Ester 
der Phosphorsiure. Tatsichlich kommen die zwei ersten allein 
vor: wie unsere Resultate zeigen, tritt keine Phosphorverbindung 
des Cholins im Filtrat auf. 

Der Gesamtphosphor wurde nach der gleichen Methode 
wie die H,PO, bestimmt, nachdem die organische Substanz 
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durch eine Mischung von gleichen Teilen konzentrierter Salpeter- 
siiure und Schwefelsiiure verascht worden war. Unsere Re- 
sultate der Phosphor-, Stickstoff- und Cholinbestimmung sind 
bezogen auf den theoretischen Prozentgehalt des von uns an- 
gewandten Lecithins an diesen Bestandteilen. 

Fast alle unsere quantitativen Phosphorbestimmungen 
wurden wiederholt und zwar mit vollkommener Ubereinstimmung 
der Resultate. 


Quantitative Bestimmung des Cholins. 


Seit Janger Zeit hat man versucht, das im Lecithin ent- 
haltene Cholin quantitativ zu bestimmen. Die Ergebnisse, die 
hieriiber in den letzten Jahren von Erlandsen,') Heffter,*) 
Moruzzi,*) Mac Lean*) verdffentlicht worden sind, weisen 
eroBe Unterschiede auf, je nach der Herkunft und der Art der 
Hydrolyse des Lecithins. 

Bei der Hydrolyse der Cadmiumverbindung des Lecithins 
durch 10°/oige Schwefelsiure im Verlaufe von vier Stunden hat 
Moruzzi nur 77°/o des Stickstoffs in Form von Cholin erhalten. 

Mit einer wiisserigen Lésung von Ba(QH), hat Mac 
Lean®) 75°/o des Cholins gefunden. 

Unsere Ausbeute war immer sehr grof}. Die quantitative 
Bestimmung des Cholins ist sehr schwierig auszufiihren und 
erfordert viel Sorgfalt. Die fiir seine Fallung empfohlenen Rea- 
genzien sind sehr zahlreich. In einer kiirzlich erschienenen, 
sehr zuverlissigen Arbeit hat Tosaku Kinoshita®) alle diese 
Methoden einer Kritik unterworfen und gefunden, daf die besten 
Bestimmungen sich mit PtCl, und HgCl, ausfiihren lassen. 

Wir haben das Cholin aus alkoholischer L6sung mit Platin- 
chlorid gefallt und zwar so, daf wir zunichst in einer bestimmten 
Menge des Hydrolysefiltrates die Schwefelsiiure mit Ba(OH), 


') Diese Zeitschrift, Bd. 51, S. 71 (1907). 
*) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 28, S. 97. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 352 (1908). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 360 (1908). 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 223 (1909). 
*) Archiv f. Physiologie, Bd. 132, S. 607. 
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quantitativ herausschafften. Der Niederschlag muf sorgfaltig 
mit kochendem Wasser ausgewaschen werden. Das Filtrat wurde 
mit Salzsiiure versetzt und auf dem Wasserbad zur Trockne ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde mehrmals in der Kilte mit ab- 
solutem Alkohol ausgezogen. Nach dem Abfiltrieren wurde 
Platinchlorid zum Filtrat gefiigt und die Mischung 24 Stunden 
im Exsikkator tiber CaCl, sich selbst tiberlassen. 

Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Niederschlag auf einem 
Asbestfilter gesammelt, sorgfiltig mit absolutem Alkohol ge- 
waschen und in einem Luftstrome bei 55° getrocknet. 

Das Chloroplatinat des Cholins wurde jedesmal durch 
Platinbestimmungen identifiziert. Der Gesamtstickstoff wurde 
nach Kjeldahl ermittelt. 


Versuch mit 0,1-n-H,S0O,,. 
I. Dauer der Hydrolyse: 2 Stunden. 


3,210 g Lecithincadmiumchlorid wurden mit 150 ccm O,1-n- 
H,SO, hydrolysiert und durch Eindampfen auf 125 ccm gebracht. 


Analysen des Filtrates. 
Gesamtphosphor: 5 ccm gaben 0,0096 g Mg,P,0., 

d. 1. 70°/o P. 
H,P0,: 10 ccm gaben 0,0011 g Mg,P,0,) dj 


940 
0,0012 » Mg,P,0,f 3,91°/o P. 


Gesamtstickstoff: 

25 ecem neutralisierten 4,50 cem 0,1 n-NaOH 
4,55 » 0,1 n-NaOH 

Cholin: 38cem gaben 0,2063 g Chloroplatinat, d. 1. 
71,1°%/o N. 

Platin: diese 0,2063 g Chloroplatinat gaben 0,0655 g Pt. 

Berechnet: 31,55°/o, Gefunden: 31,75 °/o. 

Dieser Versuch zeigt zunichst, dab die Hydrolyse am Ende 
der zwei Stunden unvollsténdig ist. Er zeigt uns ferner, dab 
die Quantitét Cholin, das als solches im Filtrat zugegen ist, 
dem Gesamtstiekstoff entspricht und mit dem Gesamtphosphor 
sich auf gleicher Héhe halt, sie weicht aber vollstaéndig ab von 


d. i. 72,2°%o N. 
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der Quantitat des in Freiheit gesetzten Glycerins, das nicht 
mehr als 3,90/, erreicht. 


I]. Dauer der Hydrolyse 13%/4 Stunden. 
2,8318 g wurden hydrolysiert und auf 125 ccm gebracht. 


Analysen des Filtrates. 

Gesamtphosphor: 5 cem gaben 0,0127,g Mg,P,07, 
d. i. 99,4°o P. 

H,PO,: 10 ccm gaben 0,0053 g Mg,P,0, | 

0,0053 » Mg,P,0, { 

Gesamtstickstoff: 35 ccm entsprachen 14,44 ccm 0,1 n- 
NaOH, d. i. 97,5°/o N. 

Cholin: 35 cem gaben 0,2484 g Chloroplatinat, d. 1. 
46,4°/o N, 

Platin: diese 0,2484 g gaben 0,0802 g Pt. 

Berechnet: 31,55°/o, Gefunden: 32,2 °/o. 


d. i. 20,490 P. 


III]. Dauer der Hydrolyse 39 Stunden. 


3,4427 g wurden hydrolysiert und auf 125 cem ein- 
cedampft. 
Analysen des Filtrates. 
Gesamtphosphor: 5 ccm gaben 0,0154 g Mg,P,0,, 
d. i. 99,3°%o P. 
H,PO,: 10 ccm gaben 0,0168 g Mg,P,0, 


|. 54,5800 P. 
10 > >» 0,0170 > MgP,0, ¢ @'2#O3%o! 


Gesamtstickstoff: 
25 cem erforderten 6,44 ccm 0,1-n-NaOH | 4. i. 95° N 
25» » 6,43 » O0,l-n-NaOQH fo" 


Cholin: 35 cem gaben 0,2794 g Chloroplatinat, d. i. 
94,8 %/o N. 
Platin: diese 0,2794 g gaben 0,0883 g Pt. 
Berechnet: 31,55°/o, Gefunden: 31,6°%/o. 
IV. Dauer der Hydrolyse 72 Stunden. 


4,9383 g wurden hydrolysiert und auf 150 ccm gebracht. 
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Analysen des Filtrates. 


Gesamtphosphor: 5,1 cem gaben 0,0188 g Mg,P.,0O.. : 

d. i. 99,6%/o P. 3 
H,PO,: 10 ccm gaben 0,0167 g Mg,P,0, |! co ilies i 7 

10 » » 0,0169 » Mg,P,O,J ~° 7 
Gesamtstickstoff: 30 ccm erforderten 9,49 cem 0,1-n- L 


NaOH, d. i. 96,4°/o N. 
Cholin: 25 eem gaben 0,2056 g Chloroplatinat, d. i. . 
95,9%/o N. f 
Platin: diese 0,2056 g gaben 0,0672 g Pt. 
Berechnet: 31,55°/o, Gefunden: 32,6°/o. 


Im folgenden geben wir eine Zusammenstellung unserer 


























Resultate: : 
Tabelle I. 
Dauer der Hydrolyse Phosphor Stickstoff a. std é 

in Stunden Gesamt- |als H,PO,] Gesamt- |als Cholin} ~~ 31,55 

2 70 | 3,9 72,9 | 71,1 | 31,75 

133/4 99,4 | 20,4 97,5 | 964 32,2 

39 99,3 | 54,53 95,0 94.8 31,6 

72 996 | 72,7 97,4 95,9 | 326 











Kin Vergleich der Analysen des Gesamtphosphors mit 
denjenigen der Phosphorsiure zeigt uns, daf die Verseifung 
der Glycerinphosphorsiure eine fortschreitende ist und in ge- : 
setzmiibiger Abhiingigkeit von der Dauer des Erhitzens steht. 

Die erhaltenen Resultate stimmen vollkommen itiberein | 
mit den Ergebnissen unserer friiheren Arbeit. Ziehen wir die : 
friher gefundenen Werte fiir die Geschwindigkeitskonstante Kk 
in Erwagung, so sehen wir, dai die erhaltenen Ziffern sich 
merklich denjenigen niihern, die man fiir die Verseifung der 
Glycerinphosphorsdure allein, oder bei Gegenwart von 0,1-n- : 
H,SO, erhiilt, wie das aus Tabelle II zu ersehen ist. ‘ 
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Tabelle II. 


Vergleich der Verseifungsgeschwindigkeit in Prozenten der 


—————————— 








Dauer Glycerinphosphorsaure Glycerinphosphorsdure 
ll synthetisch 
in eee ot: en allein _{mit 0,1-n-H,SO, 
2 3,9 4.6 2,8 
13 3/4 20,4 27,6 | 14,0 
39 54,5 601 | 430 
72 72,7 81,7 | 64,4 








Es ist selbstverstiindlich, daf wir diesem Vergleich nur 
einen approximativen Wert beimessen kénnen. Es ist unmdg- 
lich, anzugeben, welcher H-Ionenkonzentration eine Lésung des 
Lecithincadmiumchlorids in 0,1-n-H,SO, entspricht. Ferner 
cestatten uns die Bedingungen, unter denen die Verseifung vor 
sich geht, nicht, die Reaktionsgeschwindigkeit genau zu_be- 
stimmen, sondern nur uns eine Vorstellung davon zu machen. 

Ganz anders als die vorhergehenden waren die Resultate 
der mit der stickstoffhaltigen Gruppe angestellten Versuche. 
Die quantitative Bestimmung des Gesamtstickstoffs ergab immer 
etwas niedrigere Werte im Vergleich zur Gesamtphosphor- 
bestimmung. Dieser geringe Verlust ist zum Teil durch die 
Schwierigkeit des Auswaschens der Hydrolyseriickstinde bedingt 
und sehr wahrscheinlich auch durch die Mangel der Methode 
(Kjeldahl), die weniger vollkommen als die gravimetrischen 
Methoden ist. Das wichtigste Resultat, das aus unseren Ver- 
suchen klar hervorgeht, ist, dab der ganze lisliche Stickstoff 
sich immer in Form von Cholin vorfindet. Wihrend der Phosphor 
aus dem Lecithinmolekiil in Form von Glycerinphosphorsaure, 
die allmahlich dissoziiert, abgespalten wird, lést sich der Stick- 
stoff sofort in Form von Cholin los, ohne das es moglich wire, 
die geringste Spur eines Pphosphorséureesters des Cholins zu 
entdecken. Der erste Versuch, bei dem die Hydrolyse des 
Lecithins nur 70°/o erreicht, ist in dieser Beziehung besonders 
interessant. Es ist also im Verhalten des Glycerins und des 
Cholins ein so entschiedener Unterschied zu konstatieren, dal} 
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es uns undenkbar erscheint, ihre Verbindung mit H,PO, als 
gleichartige anzusehen. 

Die bei der Hydrolyse des Lecithincadniumchlorids mit 
anderen Séuren erhaltenen Resultate haben uns zu keinerlei 
neuen Tatsachen gefiihrt. Sie bestatigen lediglich die Schliisse, 
die wir aus der Beobachtung der fortschreitenden Hydrolyse 
der Glycerinphosphorséure gezogen haben. 

1. Hydrolyse mit 0,1-n-HCI. 

Q,1-n-HC] mit 2,100 g  Lecithincadniumchlorid wurde 
8 Stunden gekocht. Das Filtrat wurde auf 125 ccm eingeengt. 

Phosphor in Form von H,PO,: 

20 ccm gaben 0,0048 g Mg,P,0,, a —_ 
20 3 »  0,0047 » Mg,P,0,, ! d. i. 12,8%/o Gesamt-P. 

Gesamtstickstoff: 20 ccm erforderten 

3,25 eem O0,1-n-NaOH, d. i. 97,5°/o Gesamtstickstoff, 

3,23 » O,1-n-NaOH, » » 95,3 » » 

Bereits nach 8 Stunden ist die Abspaltung des Fettkernes 
des Lecithins vollstindig. Die Mehrzahl der Forscher ist ge- 
woOhnlich der Meinung, dai in dem Falle die Hydrolyse beendet 
ist. Sie ist dann aber hinsichtlich der Fettsiiuren und stick- 
stoffhaltigen Gruppe noch nicht vollstindig. Die Hydrolyse der 
Glycerinphosphorsiiure ist dann erst in ihrem Anfangsstadium 
begriffen und erreicht nur 12,8°/o der Gesamtmenge. 


2. Hydrolyse mit 0,1-n-Essigsaure. 

Da die Verseifungsgeschwindigkeit der Glycerinphosphor- 
siiure bei Gegenwart einer Saéure in demselben Mabe bedeutender 
ist, als die elektrolytische Dissoziation dieser Saure geringer 
ist, hofften wir, eine vollstaéndigere Hydrolyse beobachten zu 
kénnen, indem wir die 0,1-n-Schwefelsiure durch 0,1-n-Essig- 
siiure ersetzten. Diese erhitzten wir mit 3,3444 g Lecithin- 
cadmiumchlorid 72 Stunden lang zum Sieden und dampften die 
Fliissigkeit auf 125 ccm ein. 

Gesamtphosphor: 5 cem gaben 0,0150 g Mg,P,0,, d. 1. 
99,6 %/o P. 

H,PO,: 10 cem gaben 0,0072 g Mg,P,0,, d. i. 23,1%/o P. 

10. » »  0,0073 » Mg,P,0,, » » 23,1°/o P. 
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Gesamtstickstoff: 
25 ccm erforderten 6,36 cem 0,1-n-NaQOH, d. i. 96,03°/o N, 
25 >» > 6,25 » QO,1-n-NaOH, » » 96,03°%o N. 


Die Hydrolyse der Fettséiuren und des Cholins ist voll- 
-tindig; dagegen betragt die Hydrolyse des Glycerinphosphor- 
siiureesters nur 23,9°/o der Gesamtmenge, anstatt der 72,7°/o, 
die durch 0,1-n-Schwefelsiiure unter gleichen Bedingungen er- 
reicht wurden. Wir haben in unserer friiheren Arbeit gesehen, 
dafi die Verseifung dieses Esters ein Minimum von H-lonen 
verlangt, das zugleich ein Optimum ist und sich in den sauren 
Glycerinphosphaten realisiert findet. Es ist demnach wahr- 
scheinlich, daf dieses Minimum der H-Jonen nicht verwirklicht 
wird durch die Hinzufiigung von 0,1-n-Essigsaéure zum Lecithin- 
cadmiumchlorid. 


3. Hydrolyse mit 0,5-n-H,SO, und !/1-n-H,SO, 

wihrend 133/4 Stunden. 

Durch diese zwei Hydrolyseversuche wollten wir den Kin- 
flu} der Séurekonzentration auf die Verseifungsgeschwindigkeit 
der Glycerinphosphorsidure in Erfahrung bringen. Die Resultate 
haben uns bewiesen, daf dieser Einflu8 nicht sehr ausgesprochen 
ist; die Geschwindigkeit verringert sich in dem Mabe, als die 
Siurekonzentration ansteigt, aber diese Differenz ist weniger 
scharf ausgepriigt, als wenn man den Versuch mit der Glycerin- 
phosphorsiure allein anstellt. Die Unmdglichkeit, exakte Mes- 
sungen vorzunehmen, namentlich was die tatsiichliche Aciditit 
anbelangt, hat uns bestimmt, diese Untersuchungen nicht weiter 
zu verfolgen. 

0,5-n-H,S0O,. 

1,5431 g. Die Fliissigkeit wurde nach der Hydrolyse auf 
250 eem gebracht. 

Gesamtphosphor: 

25 ccm gaben 0,0173 g Mg,P,0,, d.i. 99,6°/o P. 

H,PO,: 50 cem gaben 0,0067 g Mg,P,0,, d.i. 19,3°/o P. 

/y}-n-H,SOQ,. 

1,3644 g. Die Fliissigkeit wurde nach der Hydrolyse auf 

150 ccm gebracht. 
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Gesamtphosphor: 
25 cem gaben 0,0255 g Mg,P,0., d.i. 99,5°%o P. 
H,PO,: 35 cem gaben 0,0070 g Mg,P,0,, d. i. 16,3 °/o P. 
Die Menge der Glycerinphosphorsiure, die nach 13%/4 stiin- 
digem Kochen verseift war, betragt demnach: 
mit 0,1-n-H,SO, — 20,4 °/o, 
» 0,5-n-H,SO, — 19,3 0/,, 
» i-n-H,SO, — 16,3°/o. 


Den Schluffolgerungen, die schon am Anfang dieser Arbeit, 
deren Thema die Konstitution des Lecithins bildet, beriihrt 
waren, kénnen wir noch folgendes hinzufiigen: 

Die Hydrolyse des Lecithins ist in der Wiarme ausftihrbar 
selbst mit sehr verdiinnten Lésungen von 0,1-n-H,SO, und 
Q0,1-n-HCI. Wenn sie eine etwas langere Dauer, 5—6 Stunden, 
verlangt, um den fetthaltigen Teil vollsténdig abzutrennen, so 
hat sie den groBen Vorteil, daB sie eine Uberschreitung der 
fiir die spateren Operationen zulissigen Séurekonzentration 
vermeidet. Diese sehr schwache Konzentration erlaubt es, bei 
Fortsetzung der Hydrolyse, bis zu drei oder vier Tagen, die 
Verseifung der Glycerinphosphorsdure, die einer kiirzeren be- 
handlung bei Siedehitze oder bei héherer Siurekonzentration 
widersteht, durchzufiihren. 
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Das Reduktionsvermégen des normalen Harns. 
Von 


Fr. N. Schulz. 





(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Institutes in Jena.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Januar 1912.) 


Normaler, zuckerfreier Harn zeigt bei richtiger Anstellung 
der —Trommerschen Probe kein nennenswertes HReduktions- 
vermégen. Bei zu starkem Erwiirmen kann man jedoch bei 
der Trommerschen Probe auch mit normalen Harnen betricht- 
liche Reduktion von Kupferoxydhydrat zu Oxydul bekommen. 
Es liegt das daran, dafi der Harn auch normalerweise betriacht- 
liche Mengen reduzierender Stoffe (vor allem Kreatinin und 
Harnsaure) enthalt. 

Will man mit zuckerfreiem Harn ausgesprochene Reduk- 
tionserscheinungen sich vorfiihren, so braucht man nur einen 
Uberschu8 von Kupfer anzuwenden, und dann liingere Zeit zu 
kochen. Versetzt man 5 ccm Harn, der in klinischem Sinne 
zuckerfrei ist, mit dem gleichen Volumen starker Natronlauge 
und dann mit etwa 5—10 Tropfen konzentrierter Kupfersulfat- 
losung, so entsteht ein dicker Niederschlag von blauem Kupfer- 
oxydhydrat. Erwérmt man nun zum Sieden und halt einige 
Zeit im Sieden, so wird aus dem blauen ungelésten Kupfer- 
hydroxyd schwarzes, ebenfalls ungeliéstes Kupferoxyd. Erwirmt 
man nun weiter, so tritt nach verschieden langer Zeit (etwa 
nach zwei Minuten) eine Reduktion des schwarzen Kupferoxyds 
zu Oxydul ein. Man sieht, wie die schwarzen Flocken zuniichst 
einen gelblichen Schimmer bekommen und dann ziemlich plotzlich 
durch und durch intensiv gelb-rot werden. Wiifte man nicht, 
dab es sich um eine gegen die Trommersche Vorschrift an- 
gestellte Probe handelte, so wiirde man auf Grund dieses Be- 
fundes sagen, daB es sich um eine stark positive «Zucker- 
probe» handele. 

Es macht immerhin einige Miihe, auf diese Weise ein 
betrachtliches Reduktionsvermégen des Harns nachzuweisen, 
so daB kaum anzunehmen ist, daB dem praktischen Arzt, mit 
wenig Ubung in chemischem Arbeiten, hiufiger auf diese Weise 
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eine Fehldiagnose unterlauft. Man wird sofort sehen, da8 der 
betreffende Harn kein gréBeres Losungsvermégen fiir Kupfer- 
oxydhydrat hat, wird demnach auch nur geringe Mengen von 
Kupfersulfatlbsung hinzugeben und auBerdem wird man das 
Kochen, schon weil die Fliissigkeit schwer ruhig zum Sieden 
zu bringen ist, nicht so lange fortsetzen, dafi eine Oxydulaus- 
scheidung eintritt. 

Gelegentlich anderer Untersuchungen habe ich die auf- 
fallende Beobachtung gemacht, dai jeder normale Harn ein 
grohes LOsungsvermoégen fiir Kupferoxydhydrat hat, 
wenn man dem Harn zuerst Kupfersulfat und nachher erst 
Lauge zusetzt. 

Die Menge des losbaren Kupferoxydhydrats schwankt etwas 
nach der Konzentration und der Zusammensetzung des be- 
treffenden Harnes. Man kann aber durchschnittlich sagen, dai 
5 cem Harn etwa die Kupferoxydhydratmenge, die aus 5 bis 
10 Tropfen konzentrierter Kupfersulfatlosung stammt, in Lésung 
zu halten vermag. Eiweiffreier Harn von der normalen, schwach 
sauren Reaktion bleibt klar, wenn man ihn mit der oben ge- 
nannten Menge Kupfersulfatlbsung versetzt. Gibt man nun 
tropfenweise 30°/oige Natronlauge hinzu, so erhalt man bei 
geniigendem Zusatz von Natronlauge (15—20 Tropfen auf 5 ccm 
Harn) eine dunkelblaue Lésung, die, wenn man nicht zu viel 
Kupfersulfat hinzugegeben hat, abgesehen von der leichten Phos- 
phattriibung, klar ist. Hat man zu viel Kupfersulfat hinzuge- 
geben, so ist die Lésung getriibt durch ungeléstes Oxydhydrat. 
Auffallenderweise ist in den Biichern nirgends darauf hinge- 
wiesen, daf der normale Harn ein so grofies LOsungsvermogen 
fiir Kupferoxydhydrat besitzt, wenn man Kupfersulfat und Natron- 
lauge nicht in der Reihenfolge der Trommerschen Vorschrift, 
sondern in der umgekehrten Reihenfolge zusetzt. 

Dieser auffallende Unterschied beruht wohl im wesent- 
lichen auf dem Gehalt des Harns an Kreatinin, wenigstens ver- 
hilt sich eine Kreatininlésung in dieser Hinsicht ebenso wie 
der Harn. 5 ccm einer 1°/oigen Kreatininldsung vermégen die 
aus ca. 5 Tropfen konzentrierter Kupfersulfatlésung stammende 
Kupferoxydhydratmenge aufzulésen, wenn man zuerst das Kupfer- 
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sulfat und dann die Natronlauge hinzugibt. Versetzt man die 
Kreatininlésung erst mit Natronlauge und dann mit Kupfersulfat, 
so lést sich dagegen gar kein Kupferoxydhydrat mit blauer Farbe. 

Eine Kreatinldsung zeigt weder bei vorhergehendem noch 
bei nachfolgendem Zusatz von Kupfersulfat ein L6sungsver- 
modgen ftir Kupferoxydhydrat. Da Kreatinin durch Einwirkung 
von Alkali leicht in Kreatin tibergeht, ist die Erscheinung also 
dadurch zu erkliren. 

Die Kreatininmengen im Harn sind aber viel geringer, 
wie die der oben genannten Kreatininldsung. Ob neben dem 
Kreatiningehalt des Harns noch andere Stoffe in Betracht kommen, 
konnte ich nicht feststellen. Es miifte sich um einen der Stoffe 
handeln, der in betrichtlicheren Mengen im Harn vorkommt. 
Harnstoff, Hippurséure, Harnsiiure zeigen nicht dieses Verhalten 
der Kreatininldsung. Nach Worm-Miiller kann auch harnsaures 
Alkali bei gentigendem Uberschu8 von Alkalihydrat Kupferoxyd- 
hydrat in Lésung halten, es tritt aber bald ein weiBlicher 
Niederschlag von harnsaurem Kupferoxydul auf. Der leichte 
Niederschlag, der sich namentlich beim Erwirmen von Harn, 
der erst mit CuSO, und dann mit Lauge versetzt wurde, be- 
merkbar macht, und von dem die Oxydulausscheidung oft deutlich 
ausgeht, besteht zum betrachtlichen Teil aus solchem harn- 
saurem Kupferoxydul. 

Ich bin diesen Dingen ins Einzelne bisher nicht nach- 
gegangen, da es mir zunachst auf die rein praktische Seite 
ankam, vor einer bisher nicht beriicksichtigten Fehlerquelle 
der Trommerschen Probe zu warnen. 

Daf nicht etwa die Oxyproteinsiéuren fiir dieses Lésungs- 
vermoégen in Betracht kommen, geht daraus hervor, daB auch 
nach der Ausfallung der Oxyproteinséuregruppe durch Zink- 
sulfat (nach Kojo) der Harn noch ein gleich hohes Lésungs- 
vermogen fiir Kupferoxydhydrat zeigt, wenn man zuerst Kupfer- 
sulfat hinzugibt. Auch Entfernung der mit neutralem Bleiacetat 
oder mit basischem Bleiacetat fallbaren Stoffe dndert dieses 
LOsungsvermégen des Harnes nicht. 

Diese Eigenschaft des normalen Harnes bei verkehrter 
Anstellung der Trommerschen Probe, reichliche Mengen von 
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Kupferoxydhydrat mit blauer Farbe in Losung zu halten, birgt 
die Gefahr in sich zur Diagnose auf einen abnormen Zucker- 
gehalt in Harnen, die tatsachlich keine abnormen Zuckermengen 
enthalten. Man kann namlich mit normalen Harnen mit Leichtig- 
keit eine Reduktion dieses gelésten Kupferoxydhydrats zu Oxydul, 
das sich als gelbroter Niederschlag ausscheidet, erzielen. 

Ich habe an einer Anzahl von normalen Harnen die Be- 
dingungen ausprobiert, unter welchen diese Reduktion sich mit 
ziemlicher Sicherheit demonstrieren laBt. Man nehme 5 ccm 
Harn, gebe dazu tropfenweise konzentrierte Kupfersulfatlésung. 
Es ist nun auszuprobieren, wie viel Kupferoxydhydrat durch 
die 5 ccm Harn in Lésung gehalten werden kann; 5—10 Tropfen 
ist die durchschnittlich in Betracht kommende Menge. Die 
Reaktion laft sich am besten demonstrieren, wenn man még- 
lichst reichlich Kupfersulfat hinzugibt, jedoch darf kein nennens- 
werter Uberschuf8 von ungelistem Kupferoxydhydrat nach dem 
Zusatz von Lauge vorhanden sein. Hat man diese ausprobierte 
Menge von Kupfersulfatl6sung hinzugesetzt, so fiigt man etwa 
15—20 Tropfen 30°/oige Natronlauge hinzu. Es ist wesentlich, 
dafB man weder zu wenig, noch viel zu viel Natronlauge in 
Anwendung bringt. 

Hat man so eine schén dunkelblaue Lésung, die fast vollig 
klar ist, erhalten, so erwarmt man zum Sieden. Man bemerkt 
schon, ehe volles Sieden im Gang ist, dafi die blaue Farbe 
wesentlich abblaft, mehr griinlich wird, oder auch ganz 
einer gelb-rétlichen Farbe Platz macht. Dann _ beobachtet 
man, wie nach einigem Sieden, oft schon nach wenigen Se- 
kunden (nach liingstens einer Minute, wenn man das Optimum 
fiir den betreffenden Harn getroffen hat), eine leichte Triibung 
von schwer definierbarer Farbe eintritt, die dann aber rasch 
und fast plétzlich gelb-rétlich wird. In wenigen Sekunden ist 
die Probe von einem reichlichen, diffusen, gelb-rétlichen Nieder- 
schlag durchsetzt, der sich nach einiger Zeit als fester, korniger, 
gelb-rotlicher Niederschlag zu Boden setzt. 

Die Abscheidung des Oxydulniederschlages erfolgt am 
schonsten, wenn man nicht zu stark erwaérmt; man erwarme 
einmal zu vollem Sieden, bezw. bis zum Verschwinden der 
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blauen Farbung, dann nehme man das Reagenzglas aus der 
Flamme heraus und lasse etwas abkiihlen. Manchmal kommt 
schon wahrend dieses ersten Abkiihlens die Ausfiillung des 
Oxyduls zustande. Meist muB man aber noch einmal oder auch 
mehrere Male aufkochen. Das wesentliche ist, dafi man so 
kurz zum Sieden erwirmt, dai die Ausscheidung erst beginnt, 
wenn die Fliissigkeit nicht mehr in vollem Sieden begriffen ist. 
Wenn man in dieser vorsichtigen Weise erwiirmt, dann scheidet 
sich das Oxydul sofort in groBen Flocken ab und auch mit 
reinerer Farbe. Es ist auffallend, dafi die Abscheidung von 
Oxydul zunadchst an den feinen Flocken beginnt, zu denen sich 
die leichte Triibung der alkalisierten Probe beim Sieden zu- 
sammengeballt hat (Phosphattriibung, harnsaures Kupferoxydul). 
An diese Flocken lagert sich dann fast in einem Moment das 
rasch anschiefende Oxydul an. 

Ein ganz dahnliches Verhalten beobachtet man bisweilen 
auch bei richtig angestellter Trommerscher Probe!) mit dia- 
betischen Harnen. Salkowski hat dieses eigentiimliche plotz- 
liche Anschiefien des Oxydulniederschlages bei einem Falle von 
Pentosurie beschrieben. Es ist dies Verhalten aber nicht spe- 
zifisch fiir Pentosurie. 

Es ist klar, daB wir es hier mit einer Fehlerquelle der 
Trommerschen Probe zu tun haben, die praktisch durchaus 
im Bereich der Méglichkeit liegt. Ist als erster Fehler der Zu- 
satz der Kupfersulfatlosung vor der Lauge erfolgt, so ist zum 
Vollenden der Tiuschung nur noch notig, dai der Zusatz des 
Kupfersulfats und der Lauge anna&hernd in den oben niéher be- 
zeichneten Mengenverhiltnissen stattfindet. Das ohne weiteres 
auffallende Lésungsvermégen des Harnes fiir Kupferoxydhydrat 
gibt dann sicher leicht den AnlaB, etwas starker zu erwarmen, 
zumal die schon beim einfachen Aufkochen eintretende Ent- 
firbung der blauen Loésung auch weiterhin den Verdacht auf 


abnorme Zuckermengen bestirkt. 


') Eine besondere Warnung vor dieser Fehlerquelle der Trommer- 
schen Probe habe ich kiirzlich in der Miinchn. med. Wochenschr. ver- 


Offentlicht. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 
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Es gehoren allerdings bestimmte Konzentrationsverhiiltnisse 
dazu, um die beschriebene Reduktionserscheinung deutlich zu 
machen. Bei zu geringem Zusatz von Kupfersulfat und auch 
von Lauge kommt es nur zur Entfarbung und nicht zur Aus- 
fallung von Oxydul. Auch ein grofSer Uberschu8 von Lauge 
verhindert die Ausfallung des Oxyduls. Bei eiweifShaltigen Harnen 
kommt es ebenfalls nur zur Entfarbung. 

Auf diese verschiedenen Schwierigkeiten mag es zuriick- 
zufiihren sein, dafi auf diese Fehlerquelle der Trommerschen 
Probe noch nirgends hingewiesen wurde. Es wird zwar in 
Praxi nicht gar so selten vorkommen, dafi die Reagenzien in 
der verkehrten Reihenfolge zugesetzt werden; aber die Faille, 
in denen dann wirklich eine schéne intensive Oxydulbildung 
beobachtet wird, werden doch wesentlich seltener sein. 

Wie ist nun das Verhalten beim Erwiirmen, die eigent- 
liche Reduktionserscheinung zu erkliren? Wesentlich ist offen- 
bar das Kreatinin sowohl als Lésungsmittel fiir das Kupfer- 
oxydhydrat, als auch als reduzierender Stoff. Die Fihigkeit des 
Kreatinins (und auch des Kreatins), Kupferoxyd zu Oxydul zu 
reduzieren, ist lange bekannt. Es kommt aber, wenn man etwa 
Kreatinin mit Fehlingscher Losung kocht, nicht zu einer Aus- 
fillung des Oxyduls, sondern nur zu einer Entfaérbung. Eine 
Abscheidung des Oxyduls laft sich dagegen erzielen, wenn 
man die Fliissigkeit mit kohlensaurem Natrium siittigt. Die zu- 
nachst beim Erwiérmen eintretende Entfarbung bei der falschen 
Trommerschen Probe mit Harn wird also wohl wesentlich 
mit auf das Kreatinin zu setzen sein. 

Als zweiter reduzierender Stoff kommt die Harnsaure 
in Betracht. Der Harnsiiure kommt ein betrachtliches Reduk- 
tionsvermogen zu. Nach Worm-Miiller kann 1 Mol. Harn- 
siure 2 Mol. CuO (aus Fehlingscher Lésung stammend) redu- 
zieren. Im Gegensatz zum Kreatinin kann man mit Harnsaure 
nicht nur eine Reduktion des Oxyds zu Oxydul, sondern auch 
eine Ausscheidung von Oxydul erzielen. Es gehéren jedoch 
bestimmte Reduktionsbedingungen dazu, um eine maximale Aus- 
scheidung von Oxydul zu erzielen. Insbesondere ist nach Worm- 
Miiller bei Verwendung einer zur vollkommenen Oxydation 





cb vis co an eRe ee eee 


Pare TR Mist se ro an 











Das Reduktionsvermégen des normalen Harns. 127 


ungentigenden Kupferoxydmenge die Ausscheidung eine unvoll- 
kommene, da die gebildeten Zersetzungsprodukte der Harnsiure 
imstande sind, mehr als die bei der Reduktion gebildete Oxydul- 
menge in Lésung zu halten. 

Fiir die Trommersche Probe kommen auch noch andere 
<toffe als Lésungsmittel fiir Oxydul in Betracht, und zwar so- 
wohl direkt als auch durch bei der Probe entstehende Zer- 
setzungsprodukte. Vor allem ist hier das Harneiweif zu nennen. 
Daher wird ja auch bei der Trommerschen Probe verlangt, 
dafSi man das koagulierbare Eiweif vorher entferne. Will man 
sich das Reduktionsvermégen des Harns bei verkehrter An- 
wendung der Trommerschen Probe besonders prompt vor- 
fiihren, so kann man den Harn zuerst schwach mit Natrium- 
carbonat alkalisieren und dann mit Zinksulfat fallen (Verfahren 
von Kojo). Man nehme auf 100 cem Harn 30—40 Tropfen kon- 
zentrierte Natriumcarbonatlésung und 30 ccm 10°/oige Zink- 
sulfatlosung. Das erhaltene Filtrat gibt starke Ausscheidung 
von Oxydul, oft schon ehe der Harn vollauf zum Sieden ge- 
kommen ist, jedenfalls nach ganz kurzem Sieden. 

Ein recht interessanter Versuch ist folgender. Man nehme 
5 ecm Filtrat von der Zinkfallung, gebe 5—10 Tropfen kon- 
zentrierte Kupfersulfatlosung hinzu und dann 20 Tropfen Natron- 
lauge. Man erhalt eine dunkelblaue fast vollig klare Lésung. 
Erwarmt man nunmehr zum Sieden und nimmt, sobald die 
Fliissigkeit ins richtige Wallen kommt, aus der Flamme heraus, 
so sieht man, daf sich in der entfarbten oder blaf griinlichen 
Fliissigkeit ein flockiger weiflicher Niederschlag befindet, der 
‘lr einen einfachen Phosphatniederschlag etwas reichlich er- 
scheint. Beobachtet man nunmehr wihrend des Abkiihlens, so 
sieht man, daf der weifliche Niederschlag langsam zunimmt 
‘harnsaures Kupferoxydul). Plétzlich wird der Niederschlag 
gelblich und in wenigen Sekunden ist die Fliissigkeit erfiillt von 
einem dicken Oxydulniederschlag, der sich rasch zu Boden setzt. 

Es ist also offenbar durch die Entfernung der Oxyprotein- 
saurefraktion die Fiihigkeit, das gebildete Oxydul in Lésung zu 
halten, herabgesetzt worden, soda& man in diesem Falle die 
lteduktion schon ohne richtiges Sieden erzielen kann. An- 
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scheinend eignet sich ein derartig vorbereiteter Harn am besten. 
um dieses Reduktionsvermégen des normalen Harnes quantitatiy 
festzulegen. 

Man kann sich auch kiinstlich Losungen herstellen, die 
sich ganz analog wie der Harn verhalten. Vermischt man z. b. 
je 2 ccm einer je 1°/oigen Lésung von Kreatinin, harnsaurem 
Natrium und Hippurséure in Wasser, fiigt dann 5 Tropfen kon- 
zentrierte Kupfersulfatlbsung und 20 Tropfen 30°/oige Natron- 
lauge hinzu, so erhalt man eine dunkelblaue Loésung, die bei 
kurzem Sieden starke Ausscheidung von Oxydul zeigt. Setzt 
man dagegen zu der obigen Mischung erst Natronlauge und 
erst dann Kupfersulfat, so bekommt man ausschlieBlich eine 
Fiillung von Kupferoxydhydrat, tiber der sich nach einigem 
Stehen eine farblose Fliissigkeit absetzt, soda also in diesem 
Fall kein Oxydhydrat mit blauer Farbe gelost ist. 

Es sind die hier angegebenen Mischungsverhiltnisse zwar 
solche, wie sie im Harn nicht in Betracht kommen. Es wiirde 
sich aber wahrscheinlich auch mit anderen Konzentrationsver- 
haltnissen eine ahnliche Reaktion erzielen lassen. Welche Be- 
deutung die Hippursdéure hierbei hat, kann ich nicht genau an- 
geben. Es ist mir nicht gelungen, mit Kreatinin und Harnsiure 
bezw. harnsaurem Natrium allein Lodsungen zu bekommen, die 
Entfiirbung der Kupferlésung und Ausfallung von Oxydul zeigen. 

Ob die hier mitgeteilten Beobachtungen sich dazu eignen. 
um einen gewissen Reduktionswert des Harns quantitativ fest- 
zulegen, und in welcher Weise das geschehen kann, das solleu 
weitere Untersuchungen lehren. 

Zusammenfassend sei hervorgehoben: 1. Mit normalen. 
zuckerfreien Harnen kann man stark positive Trommersche 
Probe bekommen, wenn man zunachst Kupfersulfatl6sung und 
erst dann Natronlauge hinzufiigt. Es sei daher ausdriicklich vor 
dieser Abweichung von der Trommerschen Vorschrift gewarnl. 

2. Kreatininlédsungen zeigen ebenso wie normaler Harn ei 
betriichtliches Lésungsvermégen fiir Kupferoxydhydrat, wenn man 
erst Kupfersulfat und dann Natronlauge hinzufiigt, nicht aber 
bei Zusatz der Reagenzien in der umgekehrten Reihenfolzge. 




















Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. 
Von 
Hartwig Franzen. 


V. Mitteilung.') 


Uber die Vergaérung und Bildung der Ameisensdure durch 
Hefen. 


Von 


Hartwig Franzen und O. Steppuhn. 


(Mitteilung aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Februar 1912.) 


Durch die glinzenden Untersuchungen Eduard Buch- 
ners und seiner Mitarbeiter, speziell Jakob Meisenheimers, 
ist neuer Fluf in die Untersuchung der Girungserscheinungen, 
besonders der alkoholischen Giérung, gekommen. Viele Punkte 
bedirfen aber noch der Aufklérung und aus diesem Grunde 
haben wir das Verhalten von Hefe und von Hefeprefsaft 
gegeniiber Ameisensiiure, welche ja eines der hypothetischen 
Zwischenprodukte der alkoholischen Gérung ist, untersucht. 
Ein anschauliches Bild von dem Verlauf des Zuckerzerfalls 
bei der alkoholischen Gérung machte sich zuerst Adolf 
Baeyer?) in einer klassischen Abhandlung «Uber die Wasser- 
entziehung und ihre Bedeutung fiir das Pflanzenleben und die 
Giirung», Baeyer nimmt an, dafi die Glukosekette zunachst 
in der Weise weiter verindert wird, dafi unter Abspaltung 
und Wiederanlagerung von Wasser eine Verschiebung der 
Hydroxylgruppen nach der Mitte der Kette zu eintritt, daB also 
die Mitte der Kette oxydiert, die Enden dagegen reduziert 
werden. Es bildet sich so das aéufere Anhydrid der Milchsiure, 


") IV. Mitteilung: Diese Zeitschrift, Bd. 70 (1910), S. 19. 
*) Ber., Bd. 3 (1870), S. 63. 
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welches dann in zwei Molekiile Athylalkohol und zwei Mole- 
kiile Kohlendioxyd zerfallen soll. Unter Beibehaltung des Haupt- 
gedankens von Adolf Baeyer gaben dann Buchner und 
Meisenheimer!) dem Zuckerzerfall eine etwas andere For- 
mulierung. Sie nehmen an, daf unter Abspaltung und Wieder- 
anlagerung von Wasser zunichst eine Dioxyketonsiéure ent- 
steht, welche dann weiterhin in zwei Molekiile Milchsaure zer- 
fallt. Die Milchsiure geht dann unter Abspaltung von Kohlen- 
dioxyd in Athylalkohol iiber. Etwas spiiter stellte dann W ohl,?) 
gestiitzt auf Erfahrungen, welche sich beim Ubergang von Wein- 
sdéure in Oxalessigsdure ergeben hatte, wieder ein anderes 
Spaltungsschema des Zuckerzerfalls auf. Er nimmt auch zu- 
nichst die Abspaltung von einem Molekiil Wasser aus der Glu- 
kose an. Die hierbei gebildete ungesittigte Verbindung geht 
dann in ein Keton tiber (Enol-Ketoverschiebung) und dieses 
unterliegt dann der hydrolytischen Spaltung in ein Molekii! 
Methylglyoxal und ein Molekiil Glycerinaldehyd 


7? 79 7? f° 

. 7 4 

| \H | NH | “MH | NH 

CH — OH ( — OH Cu “ 

| | | 

CH — OH CH CH, CH, 

| — | a oF 70 

CH — OH CH — OH CH — OH o¢ 

| | | r 

CH — OH CH — OH CH — OH CH — 0 
| | 

CH, — OH (sn, —OH CH, — OH CH, —O 


Das Methylglyoxal lagert sich weiterhin in Milchsaiure um 
und diese zerfallt in Alkohol und Kohlendioxyd 


ce COOH CO, 

| “H | | 

CO > CH—OH —->  CH,—OH 
| | | 

CH, CH, CH, 


Der Glycerinaldehyd geht in Methylglyoxal tiber und dic- 
selbe unterliegt der eben formulierten Umwandlung 


') Ber., Bd. 37, I (1904), S. 422. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 5, S. 45. 
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8) O 0 
C4 C7 C 
| NH 1 NH \H 
CH — OH > on > CO 
| | | 
CH, — OH CH, CH, 


Auf die Tatsachen, welche diese Theorie des Zucker- 
zerfalls stiitzen, kann hier nicht naher eingegangen werden. 
Schade?) hat dann die Wohlsche Zerfallstheorie noch 
etwas weiter ausgebaut, indem er annahm, daB auch der letzte 
Vorgang, der Zerfall der Milchsiiure in Alkohol und Kohlen- 
dioxyd, sich wieder aus Teilvorgiingen zusammensetzt. Schade 
glaubt, gestiitzt auf die Tatsache, daf a-Oxysiiuren sich ver- 
hiltnismabig leicht in einen Aldehyd und Ameisensiiure spalten 
lassen, dai die Milchséiure zunichst in Acetaldehyd und Ameisen- 
siiure zerfallt 
CH, — CH — COOH = CH DY ¢ 
H, — CH — € = CH; — CC +. HCOOH. 
OH 
Weiterhin soll dann die Ameisensiiure den Acetaldehyd 
zu Athylalkohol reduzieren und dabei selbst in Kohlendioxyd 
ubergehen 


0 
CH, — CZ 


c{ ++ HCOOH = CH, — CH, — OH +- CO,. 
H 


Es ist Schade auch tatsiéchlich gelungen, den zweiten 
Teil des Vorganges, die Reduktion von Acetaldehyd durch 
Ameisensaure mit Hilfe von Rhodium als Katalysator, durch- 
zufihren. Diese Annahme ist auch von Felix Ehrlich? ge- 
macht worden. 

Im Hinblick auf diese Schadesche Erweiterung der 
Wohlsechen Girungstheorie haben wir es unternommen, zu 
versuchen, ob Ameisensiure durch Hefen vergoren werden 
kann. Man muf ja a priori annehmen, dai die Hefe, wenn 
sle den Gesamtvorgang veranlaft, auch die Teilvorgiinge aus- 





') Zeitschrift f. physikal. Chemie, Bd. 57, S. 1. — Biochem. Zeil- 
schrift, Bd. 7, S. 299. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 2 (1907), 5S. 73. 
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fiihren kann; da®B dies nicht in jedem Falle richtig zu sein 
braucht, soll spiter gezeigt werden. 

Als Nahrlésung diente uns bei unseren Untersuchungen 
hauptsachlich Bierwiirze (helle) aus der Heidelberger Aktien- 
brauerei vormals Kleinlein. AufSerdem wurde auch noch aus 
folgendem Grunde Hefewasser mit in den Bereich der Unter- 
suchungen gezogen. Es liegt die Méglichkeit vor, dab die Hefe, 
wenn sie in einem reichlich Zucker enthaltenden Medium, wie 
es ja die Bierwiirze ist, wachst, in welchem also eine eigent- 
liche alkoholische Gérung eintritt, nur die Ameisensiiure weiter 
verindert, welche nach der Schadeschen Theorie beim Zer- 
fall des Zuckers entsteht. Besser ausgedriickt vielleicht, daf 
nur soviel Ameisensiiure umgewandelt wird, als dem ange- 
griffenen Zucker entspricht. Wachst nun aber die Hefe in 
Hefewasser, einem Medium, welches keinen oder nur geringe 
Mengen Zucker enthiilt, in welchem daher auch keine eigent- 
liche alkoholisehe Girung eintreten kann, so miibte sie even- 
tuell imstande sein, gréBere Mengen zugesetzter Ameisensiiure 
zu zerlegen. 

Als VersuchsgefiiBe wurden durch einen Wattepfropfen 
verschlossene, bei 130° sterilisierte Erlenmeyer-K6lbchen von 
200 cem Inhalt benutzt. Die Fiillung der Kolbchen mit der 
betreffenden Niéhrljsung geschah in folgender Weise: 50 ccm 
einer LOsung von 13,612 g Natriumformiat in 1 | Wasser wurden 
in die vorher sterilisierten Erlenmeyer-Kolbchen eingefiillt 
und 45 cem der betreffenden Nihrlésung (Wiirze oder Hefe- 
wasser) hinzugefiigt; jedes der Kélbchen enthielt nun 95 ccm 
Fliissigkeit und darin aufgelést '/100 Mol. Ameisensiure als 
Natriumsalz. (Kin direktes Auflésen des Natriumformiates in 
der Wiirze ist nicht zu empfehlen, da das lastige Schaumen 
ein genaues Abfiillen erschwert.) Nach der Fiillung wurden 
die Kélbchen 20—30 Minuten im Dampftopf sterilisiert. Die 
Impfung der einzelnen Kélbchen mit der zu untersuchenden 
Hefeart wurde in folgender Weise ausgefiihrt: von der Original- 
kultur wurde eine Platindse voll abgenommen und auf schrigem 
Wiirzeagar ausgestrichen. Nach 24 Stunden wurde von dieser 
neu angegangenen Kultur eine Ose voll in 100 cem Nihrfliissig- 
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keit gegeben, durch Schiitteln fiir eine gute Verteilung gesorgt 
und 24 Stunden bei der Temperatur stehen gelassen, bei welcher 
die Versuchsreihe ausgefiihrt werden sollte. Nach dieser Zeit 
wurden mit einer sterilen Pipette 5 ccm Kulturfliissigkeit heraus- 
genommen und in die vorher mit der Natriumformiatlisung 
beschickten Kolben eingefiillt. Die Kulturkolben enthielten jetzt 
auf 100cem Nihrfliissigkeit 0,4601 g = 1/100 Mol. Ameisensiiure 
als Natriumformiat. Die so vorbereiteten Kélbchen wurden dann 
in Ostwaldsche Thermostaten gestellt und nach je 24 Stunden 
so viele herausgenommen, als Parallelbestimmungen ausgefiihrt 
werden sollten. Sie wurden im Dampftopf sterilisiert, der Inhalt 
in die Destillationskolben tibergespiilt, nach dem Ansiiuern mit 
Phosphorsaéure die Ameisensiure abdestilliert und nach der 
von Hartwig Franzen und F. Egger!) angegebenen Methode 
bestimmt. 

Folgende von Kral in Prag bezogene Hefereinkulturen 
wurden in den Bereich der Untersuchungen gezogen: 


Saccharomyces cerevisiae I 


» ellipsoideus I 
ellipsoideus II 
Pastorianus | 
Pastorianus I] 
> Pastorianus III 
Logos 
niger 


Torula Jorgensen 
» pulcherrima 
Stellhefe aus der Aktienbrauerei Kleinlein. 


Alle Kulturen wurden auf Wiirzeagar weiter geziichtet 
und alle 4 Wochen umgeimpft. 


‘) Journ. f. pr. Chem. (2), Bd. 83 (1911), S. 323. 
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Saccharomyces cerevisiae I Hansen. 


Tabelle Nr. 1. 


Nahrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 


























Zeit —_— | a | — _ Vergoren | Vergoren 
aot aiomel!l | vorhnanaene vornanadene |! ’ ' 
_in “coon | HCOOH» HCOOH | HCOOH 
lagen g | g | %0 | g | %/o 
1 41,7897 | 0,4681 | 101,70 | + 0,0070 -+ 1,70 
2 | 4,7202| 0,4613 | 100,23 | +-0,0012) + 0,23 
3. 4,7383 00,4630 | «100,40 | +.0,0029 +. 0,40 
4 | 4,7020, 0,4595 | 98,84 | —0,0006 —0,16 
5  4,7391  0,4634 | 100,70 + 0,0034 -+ 0,70 
Tabelle Nr. 2. 
Nihrboden: Bierwiirze. ‘Temp. 27°. 
Zeit | Kalomel | — | ee | Vergoren | Vergoren 
. aiome vornanaene | vorhangene | ‘ | 
ee | seoon | aeegn | = | See 
lagen | o @ | lo | @ % 
1 | 4,7103  0,4603 | 100,02 | +.0,0002 | + 0,02 
2 4,6893 | 0,4583 | 99,60 | —O, 0018 | | — 0,40 
3  4,7325  0,1625 = 100,50 > +-0,0024 | +- 0,50 
4 4.7170  0,4609 | 100,16 | + 0,0008 + 0,16 
Tabelle Nr. 3. 
escent Hefewasser. Temp. 27°. 
} Zeit | on iis a Noch | — ch | ve Vergoren | Vergoren 
. |; Naiome vornandene | vorhnandene | | ' 
a | nooo || aoe | Oe | Co 
lagen e o | lo . g | 0') 
| 4,7162 0,4609 | 100,15 | -+-0,0008 | -+- 0,15 
2 4,7259 04618 | 100,36 To 0017 + 0,36 
3 +,7391 0.4631 | 100,66 "+ 0,0030 | | + 0,66 
t 4.7490 0,4640 | 100,86 | 0,0039 | -+- 0,86 
5 | 4,6893 00,4583 | 99,58 | —O ‘0018 | — 0,42 
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vA 











Tabelle Nr. 4. 
N&hrboden: Hefewasser. ‘Temp. 27°. 

Zeit | Kal , — ne Vergoren Vergoren 
. aiome vorhbanadene | vorhandene | 1 Wc 
Ral | noon | ro | el 

lagen g | g | %o | g 9% 
1 | 4,7026 | 0,4596 96,86 | —0,0005 > — 0,14 
2 | 4,7272| 0,4619 100,38 | +-0,0018 | + 0,38 
34,7185 | 04611 | 100,20 | +0,0011 | ++ 0,20 
4 | 4.7484 | 00,4640 100,86 | + 0,0039 | -+ 0,86 


Die Kulturen in der Wiirze entwickeln sich sehr kriftig, 


wiihrend die in Hefewasser weniger gut angehen. 


In beiden 


Niihrldsungen ist ein geringes Anwachsen der Ameisensiiure- 


menge zu 


beobachten. 


Die Ubereinstimmung der einzelnen 


Werte ist bei Tabelle 1 und 2 nicht besonders gut, wiihrend 
Tabelle 36 und 4 eine befriedigende Ubereinstimmung zeigen. 


Saccharomyces ellipsoideus I. 


Tabelle Nr. 5. 


Nihrboden: Bierwiirze. 


Temp. 27°. 
































a | Kalomel | , M | ie — ps nntig 
in | | ICOOH | HCOOH, | HCOOH HCOOH 
lagen | g | g %o | g | Oy 
1 | 4,7129! 0,4605 | 100,10 | + 0,0004 |) + 0,10 
2 | 4.6579 0.4552 | 98,93 | —0,0049 > —1,07 
3 | 4,60538) 0,4501 | 97,81 | —0,0100) — 2,19 
4 | 4.4924) 04322 | 93,92 | —0,0279| — 6,08 
Tabelle Nr. 6. 
Nahrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 
- Kalome] | Bo a | a — as 
_m | | HCOOH HCOOH | HCOOH HCOOH 
lagen | e | o g g %0 
1  4,7242 | 04616 100,30 | +-0,0015 | +- 0,30 
2 | 46247} 0,4520 98,22 | —0,0081 | — 1,78 
3 | 4.5940} 0,4490 97,57 | —0,0111 | — 2,43 
4 | 44191 |} 0,2320 93,85 | —0,0271 > —6,15 
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Tabelle Nr. 7. 
Nahrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 




















og Kalomel | BP | ede | —— | yh 
= eee | wee OO 
lagen | g g 19 | g | %o 
| | 4.7401 | 0,4632 | 100,65 | + 0,0031 | -- 0,65 
2 | 4,7163 | 0,4609 | 100,15 | +0,0008 + 0,15 
3 | 4,7055 | 0,4598 | 99,90 | —0,0002 —0,10 
+ | 4,6780| 0,4572 | 99,32 | —0,0029! — 0,68 
5 4.5757) 0,4472 | 97,17 | —0,0129} —- 2,83 
Tabelle Nr. 8. 
Niihrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 
— Kalomel | “aa | Bc | — | —_ 
_in | HcooH | HCOOH | HCOOH | HCOOH 
lagen ™ | g | % | g | %y 
{ | 4.7414) 0,6434 | 100,68 | + 0,0033 | -+ 0,68 
2 | 4,7305  0,4622 | 100,44 |+0,0011] + 0,44 
3 | 4.7079 04601 | 100,00 | —0,0000 | — 0,00 
+ | 4.6732 0.4567 | 99,44 | —0,0034] —0,56 








Bei den Versuchsreihen mit Saccharomyces ellipsoideus | 
ist am ersten Tage eine Vermehrung der Ameisensiiure zu 
beobachten. Dann fiingt aber die Ameisenséure an zu_ver- 
schwinden und nach 4 Tagen sind in Wiirze im Mittel 6,12°/o, 
in Hefewasser 0,62°/o der zugesetzten Ameisensiiure ver- 
<chwunden. Die Ubereinstimmung der Werte ist in diesen 
Versuchsreihen recht befriedigend. 


Saccharomyces ellipsoideus II. 


Auch hier findet, ebenso wie bei Saccharomyces ellip- 
soideus I, zuniichst Ameisensaéureproduktion statt, dann tritt 
aber Vergirung ein. Hier geht die Vergiirung in Hefewasser 
etwas weiter als in Wiirze. Die Menge der vergorenen Ameisen- 
siiure ist in Wiirze nicht so groh, wie bei Saccharomyces 
ellipsoideus I, wahrend sie in Hefewasser bedeutend grofer ist. 
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Tabelle Nr. 9. 


Nihrboden: Bierwiirze. 


Temp. 27°. 


137 






































Zeit | Kal ! | “i rosa | Vergoren Vergoren 
: aiomei | vornandene ' vorhanaene 
in | HCOOH | HCOOH | HCOOH | HCOOH 
Tagen g | o | 0 ly | o | V/y 
D | | 5 / 
1 | 4,7544) 0,4646 | 100,95 | +0,0046 + 0,95 
2 | 4,7018| 0,4595 | 99,86 | —0,0006 —0,14 
3 | 46433) 0.4538 | 98,62 | — 0,0063 | —- 1,38 
4 | 4.6190 | 0,451: | 98,10 | —0,0088' — 1,90 
5 | 45960 0,4492 | 97,61 | —0,0109| — 2,39 
Tabelle Nr. 10. 
Nihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 
Zeit | Kalomel | Noch it Vergoren Vergoren 
. | aiomel | vorhnanaene | vornanaene - | 
in | | HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 
Tagen | g | g Fg g | Fy 
1 | 4,7380 | (0,4630 100,62 + 0,0029 | +- 0,62 
2 | 46773} 0,4571 99,34 | —0,0030 | — 0,66 
3 | 4,6088) 0,4504 97,89 | —0,0097 | — 2,11 
4 | 46707! 0,4563 99.17 | —0,0038 | —0,83 
Tabelle Nr. 11. 
Niahrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 





| 








a | otcnd | ulimit ae > ke) ee 
Pie | HCOOH HCOOH ) oo 

° gs 4 [o g | jo 
1 | 4,7025| 0,4595 | 99,86 | —0,0006| —0,14 
2 verungliickt 

3 | 4,6499 | 0,4544 | 98,74 | —0,0057| — 1,26 
4 | 45952) 04491 | 97,59 | —00110) —241 
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Nihrboden: Hefewasser. 


Tabelle Nr. 12. 








Temp. 27°. 



































Zeit Kalomel | — | a | Vergoren | Vergoren 
. aiomel | vornandene | vornanaene ' ' 
- HCOOH. | HCOOH. | HCOOH | HCOOH 
lagen g o | 4 g | %% 
1  4,6915  0,4585 | 99,63 | —0,0016 , — 0,37 
2 i,.6689  0,4563 | 9915 | —0,0038 | — 0,85 
~ ~ | ‘ | -_ | ~ = 
3 4,6351 0,4530 | 98,43 | —0,0071 | — 1,57 
4 4.6153) 0.4510 | 98,00 | —0,0091 | -- 2,00 
5 | 4,5526 04449 | 9668 | —0,0152| —3,32 
Saccharomyces Pastorianus I. 
Tabelle Nr. 13. 
Niihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 
Zeit | ee -— | — | Vergoren Vergoren 
. aiome vorhandene | vorhandene ; ‘ 
ee | ucooH | HcooR | HCOOH on 
Tagen | g g | %/o | g °/o 
1 | 4.7364! 0,4628 100,60 | -+- 0,0027 | -+- 0,60 
2 | 46742) 04571 99,34 | —0,0030| —0,66 
a | verungliickt 
4 | 46686) 0,4563 90,40 | —0,0038 | — 0,60 
Tabelle Nr. 14. 
Nihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 
Zeit | acca — | a Vergoren Vergoren 
. aiome vornanaene vornanaene 
in | HOGOGH | ueeon | BCOCH | EXOGe 
lagen | g g | % g 9% 
1  4,7229  0,4616 | 100,30 | +0,0015 | + 0,30 
2 4,6877 | 0,4581 99,56 | —0,0020 | — 0,44 
3 | 4,7021 | 0,4595 99,86 | —0,0006 | — 0,14 
4 | 46842) 0,4578 99,48 | -—0,0023 | — 0,52 
5 | 4,7044 | 0,4597 99,90 | —0,0004 | —0,10 
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Tabelle Nr. 195. 
Niéhrboden: Hefewasser. Temp. 27° 




















_ | Kalomel | “ie ca | rs | oe veroeren 
in | HCOOH HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen | g g | 019 | g | %o 
1 4.6980 0.4591 99,76 | —0,0010 — 0,24 
2 | 46657 | 0,4560 9907 | —0,0041 —0,93 
3 | 4,6901 | 04583 99.59 | —0,0018 | — 0,41 
t | 46678 04562 99,12  —0,0039 | —0,88 


Tabelle Nr. 16. 
Nahrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 














ae | Kalomel | vor Noch ene | ie -a | Lindi vorueres 
| _ HCOOH HcooH | HCOOH HCOOH 
lagen | g | g %o | g | Fy 
1 | 4,7372 | 0,4629 | 100,57 | +-0,0018 | + 0,57 
2 | 4,7142| 0,4607 | 100,10 | +-0,0005 -+- 0,10 
3 | 46867 0,4580 | 99,52 | —0,0021| —0,48 
+ | 4,6734| 0,4567 | 99,24 | —0,0084| —0,76 


Dd  Sbimcancclpile in die Kulturfliissigkeit hineingekommen 
/ und 19,84°/o vergoren. 

Auch hier findet in den ersten Tagen eine Bildung von 
Ameisensdure statt, wihrend an den folgenden Ameisensaure 
verschwindet; die Menge der verschwundenen Ameisensiéure 
ist aber nur recht geringfiigig. 

Saccharomyces Pastorianus II. 


Tabelle Nr. 17. 
Nihrboden: Bierwirze. Temp. 27°. 


























i | Kalomel | FO cic | a a | — ~~ 
aad | HCOOH | HCOOH | HCOOR HCOOH 
i Co ae g | /o | g | */0 
1 | 4,7547| 0,4646 | 100,98 | +0,0055  +- 0,98 
2 | 4,7150/ 0,4608 | 100,15 | +0,0007, +4-0,15 
3 | 46584 0,4553 | 98,94 | —0,0048) — 1,06 
; | 46143! 04510 | 9800 | —0,0091 | —2,00 
5 4.6143 | 04510 | 9800 | —0,0091 | — 2,00 
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Tabelle Nr. 18. 
Nahrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 
Zeit Noch | Noch | y nn 
a | Kalomel | vorhandene | vorhandene | os | pe eng 
” HCOOH HCOOH | | 
mgt! ap | ee) ee oe oe 
1  4,6930! 0,4586 | 99,66 —0,0015| — 0,34 
2 | 4,6837 | 0,4577 | 99,46 — 0,0024 | — 0,54 
3. | 4,6479 | 0,4542 98,70 — 09,0059 | — 1,30 
+ | 4,6026 > 0,4498 | 97,74 — 0,0103 | — 2,26 
Tabelle Nr. 19. 
Nihrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 
Zeit hic | — | — Vergoren Vergoren 
. aliome! | vorhnandene | vorhanaene 
in | een | aan |) oe 
lagen | g | g | Fo g %0 
| | 4,7086 | 0,4601 | 100,00 | + 0,0000 | + 0,00 
2 4,6842 | 0,4578 99,47 | —0,0023 | — 0,53 
3 4.6483 | 0,4543 98,71 | —0,0058 | — 1,29 
“= = 
4 | 46013 04497 | 97,71 | —0,0104 | — 2,29 
5 | 4.5565 | 04453 | 96,76 | —0,0144| —3,24 








In Bierwiirze bildet sich innerhalb des ersten Tages 
Ameisensdure, dann setzt aber Vergirung ein, welche bis zu 
2°/o der zugesetzten Menge ansteigt. In Hefewasser ist keine 
Produktion zu beobachten, sondern die Vergiirung setzt sofort 
ein und geht weiter als bei der Versuchsreihe mit Bierwitrze. 
Die Ubereinstimmung in den Versuchsreihen ist recht befriedigend. 


Saccharomyces Pastorianus III. 


In Bierwiirze findet bei 27° keine Bildung von Ameisen- 
siiure statt, sondern die Vergiirung setzt sofort recht kriftig 
ein, um nach 5 Tagen bis zu dem hohen Betrage von 17,55°» 
der zugesetzten Menge anzusteigen. Kine viel spiter (ca. !/2 Jahr) 
angesetzte Versuchsreihe (Tabelle 20a) zeigt dieselbe kriftige 
Vergiirung der Ameisensiiure durch Saccharomyces Pastorianus 
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Tabelle Nr. 20. 


Nihrboden: Bierwiirze. Temp. 27° 














— Kalomel wie ea “nan — pis nat 
in HCOOH | HCOOH HCOOH HCOOH 

Tagen e g 0, ‘ 9 
I 1.6489 0.4543 98.74 — 0.0068 - 1,26 
2 ¢.4767 0.4375 95.08 —— 0.0226 - 492 
3 41042) 04011 87,16 | —0,0580 12.8% 
i 89404) 0.8851 83,69 —0,0750  —1631 
9 | 38823) 03794 82,49 —Q,0807  — 17,55 


Tabelle Nr. 20a. 


Nihrboden: Bierwitirze. Temp. 27‘ 



































_—__— a papier nema ut 
Zeit Kal enti Noth | Vergoren Vergoren 
aiome vornanaene vornanaene ‘ ' 
Phi HCOOH noon | sata 
lagen g g Vy g | Po 
| 41,7338 04626 100,57 | -+-0,0015 > 4- 057 
2 44963 0.4394 95,50 | —0,0207 — 4,50 
4.3309 04232 | 91.98 | —00369 | — 8,02 
4.0011 0.3910 84,98 | —0,0691 | — 15,02 
Tabelle Nr. 21. 
Niihrboden: Hefewasser. Temp. 27° 
Ze if Kal ; Noe h wes: Vergoren Vergoren 
Naiome | vornanadene | vorhanaene 1 cy 
Pa HcooH | Hcoon | HCOOH | HOWE 
lagen e 6 09 g Fg 
1 | 47083 04601 | 100,00 | +0,0000 + 0,0 
2 | 46550) 04549 | 9885 | —0,0052 | — 1,15 
3 | 46120} 0.4507 98.16 | —0,0094%4 | — 1,84 
f 4.5900 | Of4486 | 97,47 —0,0116 | — 2,53 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 10 
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Tabelle Nr. 22. 
Niihrboden: Hefewasser. ‘Temp. 27°. 
Zeit a oo | — Vergoren Vergoren 
. Laiome vorhnandene vornandene ‘ , 
a HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
| agen g g %/o | g "i 0 
| +,6900 O4583 99.60  —OO0I8S — 04 
2 4.6420 04534 98.53 | —0,0067 | — 1,47 
3 4.6282 04524 98,27 | —0,0077 | — 1,73 
if 4.9791 04475 97,24 | —0,0126 | — 2.76 
D 1.088 | 04484 97,31 — 0,0117 — 2.69 
Tabelle Nr. 23. 
Niihrboden: Bierwiirze. Temp. 17°. 
Zeit Kal ; — = Vergoren Vergoren 
: Aaiome vorhnandene vornanaene | ' 
in HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
Tagen P o Fg g 9% 
I 47817 0.4673 101,56 | +-0,0072 — 1,56 
2 4.6460 0.45940 98,66 — 0,0061 — 1,34 
3 4.92960 0.4423 96,13 — 00,0178 — 3,87 
4 t,.4376 043537 94,47 | — 00,0264 — 93 
Tabelle Nr. 24. 
Niihrboden: Bierwiirze. Temp. 17°. 
Zeit Kal , a | — | Vergoren Vergoren 
<alomel | vorhandene | vorhandene | . 
5 in HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
lagen fe g OF g 0/9 
© / 5 / 
I +,7676 0.4659 101,26 | +-0,0058 | + 1,26 
2 +,6237  O4519 | 98,21 —(0,0082 5 — 1,79 
3 +,9142 04411 95,88 — 00,0192 | — 4,12 
4 4.4309 043380 | 94.11 — 0.0271 | — 5,89 
D 0.4050 > 04305 | 93,05 — 0,0296 | — 6,45 


In Hefewasser tritt bei 27° ebenfalls keine Bildung von Ameisen- 
siure ein, Jedoch setzt die Vergiirung viel langsamer ein, um 














Vergiirung Platz macht. 
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auch nur zu dem Betrage von 2,69°o anzusteigen. Bei 17" 
zeigt sich in Bierwiirze wieder das gewohnte Bild: es findet 
zuniichst Bildung von Ameisensaure statt, die dann aber einer 
Bei 17° erreicht die Vergiirung auch 


nicht so hohe Werte wie bei 27°: nach 5 Tagen sind 6,45° 0 


yverschwunden. 


Saccharomyces Logos. 


Tabelle Nr. 25. 


Nahrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 


















































Zeil es “ont ‘oom: | Vergoren Vergoren 
= alome vornanaene vornanaene | ' ’ 

1] agen | g o 9 g Yo 
| 4,6279 | 0,4523 9830 | —0,0078 | — 1,70 
2 | 4,5255 | 00,4422 96,12 | —0,0179 | — 3,88 
3 44472 04346 94,46 — 0.0254 | — 5,54. 
{ 1.2969 0.4199 91,26 — 0.0402 ~ 8,74 
) 4,2083 0.4165 9045 | —O0,04386 — 9d 

Tabelle Nr. 26. 
Niihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 

Zeit | sec | “i owe Vergoren Vergoren 
. / Naiomel | vornanaene vornanaene ‘ ' 

_in | | HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 

lagen | g | o % g Oo), 
| 4.6200 | 04915 9813 | —0,0086 | — 1,87 
2 45243) 04421 96.10 | —0,0180 — 3,90 
5 A421%) 04321 93.91 | —0,0280 , — 6,09 
‘ 45181 0.4220 91,71 — 0,038 1 — 829 


Bei Saccharomyces Logos setzt ebenso wie bei Saccharo- 
myces Pastorianus II] in Bierwiirze bei 27° die Vergiirung 
sofort ein, um nach 5 Tagen den recht betriichtlichen Wert 
von 9,55°%/o der zugesetzten Menge Ameisensiure zu erreichen. 
10* 
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Saccharomyces niger. 


Tabelle Nr. 27. 
Nihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 
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— Kalomel i i a — bin ig 
_in HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 
lagen r g 0/9 g Oi 
| t,78)2 = O,4676 101,64 -+-0,0075 + 1.6% 
2 1.8021 0.4695 101,97  -+0,0092 | -+- 1,97 
3 | 4.83852 0,4725 102,68 -L0,0124 | -++ 2.68 
f ‘8010 > 04692 101,97 + 0,0091 | ++ 1,97 
» 48021 | 04693 102,00  -+0,0092 , + 2,00 
Tabelle Nr. 28. 
Niihrboden: Bierwiirze. ‘Temp. 27°. 
= Kalomel ae | ie es = 
_in HCOOH HCOOH | HCOOH | HCOOH 
Tagen (r re 0g | o | 01g 
1 4.7801 04671 101,50 | -+-0,0070 | + 1,50 
2 verungliickt 
3. | 48368 | 0.4727 102.7% | -+-0,0126 | -++ 2,74 
i 48102 0.4700 102.16 | -+-0,0099 | +- 216 


Bei dieser Hefenart tritt tiberhaupt keine Vergarung ein, 
sondern es wird ausschlieBlich Ameisensiiure gebildet, deren 


Menge von Tag zu Tag langsam ansteigt. 


Torula pulcherrima. 


Tabelle Nr. 29. 
Nihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 














Zeit sla | wh | a Vergoren | Vergoren 
. adtome vornanaene vorhnandene | ’ ’ 
Pa HCOOH HCOOH cite | a 
| agen F g %o g | 9/9 
| 4,7201 | 04613 | 100,33 | +-9,0012 | 
2 ‘9779 = O4474 97,24 | —0,0127 | 
3 | 4.55385 (04460 | 96,93 | —0,0141 | 
t+  5,5001 |) 04398 | 9558 | — 0,0208 | 
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Tabelle Nr. 30. 


Nahrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 






























































Zeit : Noch Noch Vergoren Vergoren 
Kalomel vorhandene. vorhandene | HCOOH HCOOH 
in HCOOH HGOOH " 

Tagen ¢ o 0 0 | g 90 
| 4.7403 0.4632 100.70 -| - 0.0029 -O,70 
2 4.59949 | 04490 97.60 — 00,0101 240 
3 4.9313 0.4428 96,24 0.0173 d10 
f 44991) 0.4393 Q5.48 — 0,0208 — 4.52 
Dd 44240 | 04323 93,97 — 0.0278 ~ 6,03 

Tabelle Nr. 31. 
Nahrboden: Hefewasser. Temp. 27° 

Zeit Kal it “ace Vergoren Vergoren 
: Laiomel | vorhnandaene vornandene | ’ . 

_i | HCOOH HCOOH | HCOOH HCOOH 

lagen g | © 0!) | “ v'y 
| 4.7407 0.4633 100,70 -| - 0.0032 -|- O70 
24,7132 | 0,4606 100,11 | +-0,0005  —--O11 
5 4.9638 0.4460 96.9% | —OO141 - 3.06 
( 4.9186 O4417 | 95.97 — 00,0184 — 405 
y 4.4853 0.4383 QUIT | — 0,0218 ee yf 

Tabelle Nr. 32. 
Nahrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 

Zeit | Kal I “ote ae: | Vergoren Vergoren 
. alome vorhanaene | vorhnandene ‘ ; 

_in | HCOGH HCOOH | HCOOH HCOOH 

lagen o g | Jy | “ %/ 
1! | 4.7528 | 0.4645 100.95 | +- 0,004 ( +. 095 
2 4.7233 | 0.4616 100,32 +-0,0015 |. O52 
a 4.9427 | 04439 96.49 — (0.0162 — al 
{ 4.5040 | 0.4402 95.67 — 0.0199 — 433 
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Tabelle Nr. 33. 
Nihrboden: Bierwtirze. Temp. 17°. 
se aaneiaimeiemettinnns eer SS oe) 
Zeit Kalomel — — | Vergoren Vergoren 
aiome vorhnanaene vornandene | ’ ' 
| in HCOOH HCOOH | HCOOH | HCOOH 
Tagen o g 0} Co 0), 
r g jo g /o 
| 4.7792 0.4670 101,51 | +-0,0069 | 4-151 
2 4,7792 0.4670 101.51  +0,0069 +151 
3 4,778% 0,4669 101,50 | +0,0068  +- 1,50 
f 4.7937 04646 | 100.97 | --0,0045 ) -+-0,97 
) 4.6231 04518 98,19 | —0,0083; —181 
Tabelle Nr. 34. 
Niihrboden: Bierwiirze. Temp. 17°. 
Zoit se | ge ee | Vergoren | Vergoren 
aiome vornandene | vorhandene “1 Va 
_in mangas ae | HCOOH | HCOOH 
Tagen g © Og | @ | 0% 
4.7763 | O4668 | 101,45 | -+- 0,0067 | -+ 1,45 
2 14,7639 | 00,4655 | 101,19 | +0,0054 > + 1,19 
34,7810) 04672 | 101,55 | +0071) + 1,54 
f 1.7404 | 0,4633 | 100,69 | -!-0,00382  -+ 0,69 


Hier findet in Bierwiirze bei 27°, wie bei den meisten 
anderen Hefearten, zunichst eine geringfiigige bildung von 
Ameisensiure statt, die aber schon am zweiten Tage einem 
Verschwinden Platz macht; die Menge der vergorenen Ameisen- 
siiure steigt nach 5 Tagen bis auf 6,03°/o der zugesetzten 
Menge an. Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei 27° in Hefe- 
wasser. Auch hier findet zuniichst Bildung statt, aber die 
Menge der gebildeten Ameisenséure ist etwas grdber als in 
Bierwurze bei derselben Temperatur; die Vergiirung setzt dann 
langsamer ein, um nach 5 Tagen den Betrag von 4,73°/o0 zu 
erreichen. In Bierwitirze bei 17° wird zunichst Ameisensiure 
gebildet, und zwar bedeutend mehr als in Bierwiirze und Hefe- 
wasser bei 27°. Die Menge der gebildeten Ameisensiure hilt 
sich dann 4 Tage auf anniihernd derselben Hohe; erst innerhalb 
des 5. Tages tritt eine Vergirung ein, die aber nur einen Be- 
trag von 1,81°/o erreicht. 
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Torula Jorgensen (Rosahefe). 


Tabelle Nr. 35. 


Temp. 27°. 


Nahrboden: Bierwitirze. 











— 
-_~ 



































Zeit | Kal _— “ane Vergoren Vergoren 
alome vornandene | vorhandene ' 
_in HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
Tagen) g g 90 g °/o 
I 4.8001 0.4691 101,96 | +0,0090  -+- 1,96 
2 4.7602 0.4652 101,11 | + 0,0051 +-1,11 
3 | 4.8127 0.4703 102,22 | +0,0102 | -+-2,22 
t | 47730) 0,4664 101.388 | --0,0063 9 +- 1,38 
a 4.8121 0,4703 102,22 | +0,0102 | +2,22 
Tabelle Nr. 36. 
Nihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 
Zeit | _ | Noch Noch Vergoren Vergoren 
| Kalomel | vorhandene | vorhandene | Jo HCOOH 
a HCOOH HCOOH . 
lagen | g o Og HCOOH g 
1 | 4,7892  0,4680 101,73 | +0,0079 | -+ 1,73 
2 | 4,8218 0.4712 10242 -+0,0101 +- 2,42 
3d | 4,7972 0.4688 101,96 | +-0,0087') + 1,96 
t 4.70674 0.4659 101,26 +~0,0058 + 1,26 
5 | 48125) 04703 102,22 | +0,0102) + 2,22 
Tabelle Nr. 37. 
Nihrboden: Bierwitirze. Temp. 27°. 
Zeit | _ “he | hohe Vergoren Vergoren 
° alome vornanaene | vornanaene | ‘ ' 
” HCNOH HCOOH einiaieie samuiee 
lagen g g Oly g 919 
1 | 4,7882 ; 0.4679 101,73 | +0,0078  -++- 1,73 
2 4.7393 0),.4632 100,67 | +.0,0031 +- 0,67 
3) 4.7642 | 04656 101,20 | +0,0055  +- 1,20 
{ 4.7467 | 04645 100,96 | +.0,0044 -+0,96 
d 4.7812 0.4672 101.55 | +-0,0071 4- 1,59 
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Tabelle Nr. 38. 









































Naihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 
Zeit Kal — ss Vergoren Vergoren 
Aaiome vorhandene | vorhandene ‘ ‘a 
_m HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
Tagen g g 9 g %9 
| t.8375 0.4730 102,80 +-0,0129 | +2.80 
2 4.7317 0.4624 100,50 +-0,0023 | +- 0,50 
3. 4,7661 0,4758 101,23 | +0,0057) + 1,23 
f 4.7913 04643 100,90 — -|-0,0042 + 0,90 
Tabelle Nr. 39. 
Niihrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 
Zeit Kal = : — _ Vergoren Vergoren 
. Aaiome vornandadene vornandene ‘ ’ 
- HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
Tagen Pe o O15 go 0/5 
4 > / S 
1 4.7300 04622 100,47 +-0,0021 | +-0,47 
2 ¢,.7498 0.4658 100,80 4-0,0037  --0,80 
3 4.7218 O46014 100,29 +-0,0013  -+- 0,29 
4. 4.7369 0.4629 100,60 — +-0,0028  -+-0,60 
5 ¢,.7069 0.4600 QY 97 — 0.0001 — (1,03 
Tabelle Nr. 40. 
Niihrboden: Hefewasser. ‘Temp. 27°. 
Zeit | Kal a — Vergoren Vergoren 
. ; Naiome vorhanaene vornanaene | ' ' 
- | HCOOH Hcoon | HCOOH sana 
Tagen | e g 9 | g %o 
1 = 4,7008 | 0,4594 99.82 —0,0007 | —0,18 
2 4.7191 0.4612 100,25 +-0,0011  -++-0,25 
3 | 4.7105 | 0,4603 100,05 | +-0,0002  ++-0,05 
4 4.7118 0.4604 100,08 | + 0,0003 — +4- 0,08 


Die 4 Versuchsreihen bei 27° in Bierwiirze zeigen tber- 
einstimmend eine recht betrachtliche Bildung von Ameisensaure: 
eine einigermaBen erhebliche Vergiirung tritt tiberhaupt nicht 
ein. Versuchsreihe 37 und 38 wurde ca. 1/2 Jahr spater aus- 
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gefiihrt als die beiden andern. Veranlassung zu dieser Wieder- 
holung gab die eigentiimliche Erscheinung, dal} abwechselnd 


ein Bilden und Verschwinden von Ameisensiiure eintritt. 


+ Versuchsreihen zeigen diese Erscheinung in recht charakte- 
ristischer Weise. Eine dhnliche pulsierende Giirung wurde auch 
von Buchner und Meisenheimer bei der Vergiirung von 
Milchsiiure mit HefepreBsaft beobachtet. — Die Ubereinstim- 


mung der 4 Versuchsreihen ist, trotzdem 


von !/2 Jahr dazwischen liegt, 


ein Zwischenraum 
eine recht befriedigende. 


Hefewasser bei 27° tritt ebenfalls Bildung von Ameisensiiure 
ein, nur ist hier ihre Menge nicht so grof wie in Bierwiirze 


bei derselben Temperatur. 


Auch hier laBt sich ein Pulsieren 


der Garung, wenn auch nicht so deutlich, beobachten. 


Stellhefe Kleinlein. 


Tabelle Nr. 41. 


Nihrboden: Bierwtirze. Temp. 27°. 




















Zeit | Kal i “ae Vergoren Vergoren 
7 Aalome vorhandene | vorhandene . “i 
aa HCOOH | HEooH | HGOOH sniaiciaai 
| agen g or 0/) o 0/5 
1 447354 0.4372 | 95 O02 — 0.0229 — 4.98 
ee a a 
2 44780  O4376 | 95/1 — 00225 —4,89 
3 | 44678 0.4367 94.90 | —0,023%4 2,10 
4 4.4650 0.4564 95,05 — 0,0237 — 4.95 


Tabelle Nr. 42. 


Nihrboden: Bierwiirze. Temp. 27°. 




















_ | Kalomel 5 ‘aes | —— bec 
_in | HCOOH HCOOH | HCOOH HCOOH 
lagen g o | VJ | g %o 

1 4.5462 0.4443 96,56 — 0.0158 — 3,44 
2 | 45221 04419 96,05 | —0,0182 3.95 
3 | 4.4727 0,437 | 95,00 — 0),0230 - 9.00 
4 | 4.4733 0.4372 95,01 — 01,0229 4.99 
D> | 44726  0,4371 95,00 — 0,0230 - 5,00 
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Tabelle Nr. 43. 
Néhrboden: Hefewasser. Temp. 27°. : 
Zeit Kal — — | Vergoren Vergoren 5 
aiome vorhnanaene | vornandene | ‘ 
a HCOOH HCOOH aici eens 
lagen g g O15 g 970 
| | 4.7488  0,4641 100,84  -+0,0040 + 0,84 
2 4.7319 O,4624 100,49 +-0,0023 | -+ 0,49 
3 47120, 0.4605 100,06 +-0,0004 | ++ 0,06 
t 4.7188 04611 100,20 -+-0,0011 , +- 0,20 
Tabelle Nr. 44. 
Néahrboden: Hefewasser. Temp. 27°. 
Zeit Kal ) ee — Vergoren Vergoren 
. Adiome vornandene | vornandene | Va i t 
: in HCOOH HCOOH | HCOOH HCOOH 
lagen o g 0 g 9/0 
14,7447 0 O4637 100,78 | +-0,0036 | -+-0,78 
2 4.7327 | 04629 100,50  +-0,0024 | +- 0,50 
3 4.7191 , 0.4608 100,10 +-9,0007 , +-0,10 
t = 4.7158 — 0,4609 10014 | -!-0,0008 , + 014 
) 4.7152 0.4609 100,14 | -+-0,0008 , -+-0,14 
Tabelle Nr. 45. 
Niihrboden: Bierwiirze. Temp. 17°. 
Zeit Kal ) aie 2 | Vergoren | Vergoren 
Vaiome vorhanaene | vornandene | ' ' 
foes aco | sooo | OO |) = 
lagen ¢ g | 9/0 | g | fg 
I 4.7520 04644 | 100,93 | +0,0043 | - 0,93 
2 | 4.7125 04605 | 100,10 + 0,0004 |) -+-0,10 
5 £6684 0.4652 99,16 | —0,0039 | — 0,84 
+f 4A D748 0.4471 95.17 | —0,0130 | —2,83 
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Tabelle Nr. 46. 


Nihrboden: Bierwiirze. Temp. 17°. 


























LT ca ST a — ee 
Zeit Noch | Noch Vergoren | Vergoren 
Kalomel vorhandene | vorhandene | 
in| HCOOH HcooH || HOO HCOOH 

Tagen g g 9 g 0/, 

1 | 4.7420 0,4634 | 100,72 | +4-0,0033 | +-0,72 
2 | 4.7200 04615 | 10030 +-0,0014 = -- 0,30 
3 | 46700) 04564 | 9919 | —00037| -~—081 
- 41,9495 0.4446 | 96.64 | —0.0155 — 356 
9 4.5900 0.4447 96,64 | —0,0156 | —3,36 


Bei dieser Hefeart tritt sofort eine sehr kriiftige Ver- 
girung der Ameisensiiure ein, welche bis zum fiinften Tage 
langsam ansteigt. Bildung von Ameisensiure tritt tiberhaupt 
nicht ein. In Hefewasser bei derselben Temperatur tritt zu- 
niichst Bildung von Ameisensiiure ein; weiterhin wird sie dann 
sehr langsam vergoren, so dafi auch noch nach 5 Tagen mehr 
Ameisensiiure vorhanden ist, als zugesetzt wurde. Bei 17° in 
Bierwtirze tritt zunichst Bildung von Ameisensiiure ein, welche 
dann aber einem Verschwinden Platz macht, so dal nach 
) Tagen immerhin 3,36°/o vergoren sind. 

Aus diesen Versuchsreihen geht klar hervor, dali manche 
Hefearten recht betrachtliche Mengen Ameisensiiure zu ver- 
giiren vermogen, und dafi meistens zundchst eine Bildung von 
Ameisensadure cintritt. Die friiher gemachte Voraussetzung, 
dafi eventuell in Hefewasser mehr Ameisensiiure vergoren wird 
als in Wiirze, trifft nur in Ausnahmefillen zu; im Gegenteil, 
in Wtirze wird meistens vielmehr Ameisensiiure vergoren als 
in Hefewasser. 

Das Auftreten von Ameisensiiure bei der alkoholischen 
Garung ist schon verschiedentlich beobachtet worden. So fanden 
Rayman und Kruis!) diese Siéiure in vergorenen Wiirzen, 
welche lange Jahre mit Hefe gestanden hatten. Der Alkohol 


') Chemisch-biologische Studien, Bd. 1; ziliert nach Thomas, 
Comptes rend., Bd. 136, S. 315, und Lafar, Handbuch der technischen 
Mykologie, Bd. 4, S. 384. 
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war hierbei zu Kohlensiiure und Wasser oxydiert und die Eiweif- 
stoffe zu Aminen und Ammoniumsalzen organischer Siéuren 
abgebaut worden; es war anstatt der Girtaétigkeit anscheinend 
eine Atmungstiitigkeit eingetreten. Auch in lange gestandenen 
sterilisierten Bierwiirzen wurde sie von diesen Forschern auf- 
gefunden. Thre Bildung wird deshalb nicht der Giirtitigkeit 
der Hefen, sondern einem spontan verlaufenden Eiweifabbau in 
der Wirze zugeschrieben. Khoudobaschian’) fand Ameisen- 
siiure in frischem Most und beobachtete, dai ihre Menge, 
namentlich wenn den Hefen schlechte Lebensbedingungen ge- 
boten wurden, zunahm. Nach Leo Liebermann?) und nach 
Kiticsan®) kommt Ameisensiiure normalerweise in Weinen 
vor: sie wird aber, wie Duclaux‘) beobachtete, durch Hefen 
zum Verschwinden gebracht. Weitere Aufschliisse iiber die 
Bildung von Ameisensiure bei der Giirung verdanken wir 
Thomas.°) Er konnte die Giirungsbedingungen so andern, dal} 
er statt Alkohol und Kohlendioxyd reichliche Mengen Ameisen- 
siiure erhielt. Er benutzte fiir seine Versuche kiinstliche Nahr- 
héden, welche die tiblichen Mineralsalze, Zucker und erhebliche 
Mengen einer Stickstoffverbindung enthielten. Als Stickstoff- 
quellen wurden verwendet: Urin mit einem Zusatz von Am- 
moniumbicarbonat, Formamid, Acetamid oder Butyramid mit 
einem Zusatz von kohlensaurem, schwefelsaurem, essigsaurem, 
bernsteinsaurem oder asparaginsaurem Ammoniak. Die Ameisen- 
siiurebildung war am grOften bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Urin und asparaginsaurem Ammoniak. Durch Zusatz von 
Calciumcarbonat konnte die Ameisensiiurebildung noch um ein 
betriichtliches gesteigert werden. Auch bei der Prefsaftgarung 
ist die Bildung von Ameisensiiure durch Buchner und Meisen- 
heimer®) wahrscheinlich gemacht worden; sie wurde jedoch 
nicht mit Sicherheit als solche identifiziert. Alle diese be- 


') Ann. de l'Inst. Pasteur, Bd. 6 (1892), S. 600. 
?) Ber... Bd. 15 (1882), S. 437, 2553. 

') Ber., Bd. 16 (1883), S. 1179. 

4) Ann. de IInst. Pasteur, Bd. 6 (1892), 5S. 595. 
*) Comptes rend., Bd. 136, 5. 1015. 

*) Ber., Bd. 37 (1908), S. 417. 
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obachtungen lassen jedoch absolut nicht erkennen, ob die in 
vergorenen Fliissigkeiten nachgewiesene Ameisensiiure wirklich 
der alkoholischen Girung des Zuckers ihren Ursprung verdankt. 
Das Auftreten von so reichlichen Mengen Ameisensiure, wie 
sie Thomas bei seinen Versuchen fand, lift sich zwanglos 
auf die alkoholische Giirung der Aminosiiuren zuriickfiihren, 
zumal besonders reichliche Mengen bei Gegenwart von Aspa- 
raginsiure gefunden wurden. Nach den Untersuchungen von 
I. Ehrlich (siehe spiter) miissen sich bei der alkoholischen 
Giirung der Aminosiiuren reichliche Mengen Ameisensiiure bilden. 
Uber die Vergiirung von Ameisensiiure durch Hefen findet sich 
auBer der schon erwiéhnten von Duclaux noch eine von 
KF. Ehrlich,!) welcher ebenfalls eine reichliche Vergiirung dieser 
Siiure durch Hefen beobachtet hat, ohne jedoch die experi- 
mentellen Belege hierfiir zu geben. C. Neuberg und L. Tir?) 
konstatierten die Entwicklung von Kohlendioxyd bei der Ein- 
wirkung von Hefe auf LOsungen von ameisensaurem Kalium. 

Woher stammt nun die Ameisenséure, die sich meistens 
innerhalb der ersten 24 Stunden bildet? Von vornherein liegt 
der Verdacht nahe, gestiitzt auf die Angabe von Rayman 
und Kruis, die in lange gestandener Bierwiirze Ameisensiiure 
fanden, dafi auch in frischer so viel Ameisensiiure zugegen ist, 
um den in den ersten 24 Stunden ermittelten Uberschuf zu 
erkliiren. Es wurden deshalb quantitative Ameisensiurebestim- 
mungen in der verwendeten Bierwiirze ausgefihrt. 

Ein Liter drei Wochen alter Wiirze wurde nach Zusatz 
von 30 cem 50°/oiger Phosphorsiure der Wasserdampfdestil- 
lation unterworfen, vier Liter Destillat aufgefangen, diese mit 
Natronlauge genau neutralisiert und das Ganze auf dem Wasser- 
bade zur Trockne eingedampft; der Salzritickstand wurde in 
Wasser gelist und die Ameisensiure in der tiblichen Weise 
bestimmt. Es wurden so aus einem Liter Wiirze 0,4588 ¢ 
Kalomel, entsprechend 0,0448 g Ameisensiiure, erhalten. Dieser 
Versuch wurde noch einmal wiederholt, nur mit dem Unter- 
schiede, dab, um genauere Resultate zu erhalten, dem durch 

!) Biochem. Zeitschrift, Bd. 18 (1909), S. 421. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 32 (1911), S. 323. 
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Kindampfen gewonnenen Salzriickstand noch eine bestimmte 
Menge Natriumformiat zugesetzt wurde; so wurden grofere 
Mengen Kalomel erhalten und die Fehler dadurch verkleinert. 
Auf diese Weise wurde in einem Liter Wiirze 0,0486 g Ameisen- 
siiure ermittelt, ein Wert, welcher mit dem ersten recht gut 
iibereinstimmt. Es sind also im Mittel 0,0467 g Ameisensiiure 
in einem Liter der von uns gebrauchten Wiirze enthalten. Fiir 
die einzelnen Versuche wurden nun jeweils 50 ccm Wiirze ver- 
wendet: es waren also von vornherein 0,0024 g Ameisensaure 
in jedem Kolben vorhanden. Diese schon in der Wiurze vor- 
handene Ameisensiiure ist aber meistens bedeutend geringer, 
als die nach eintiigiger Giirung gefundene. Der Uberschuf 
stammt also jedenfalls nicht vollstandig aus der 
Wiirze, sondern wird zum gr6éfbten Teil erst bei der 
Garung gebildet, was auch durch die folgenden Versuche 
noch besonders erhirtet wird. 

Ks wurden niimlich diejenigen Mengen Ameisensaure be- 
stimmt, welche sich bei der Gérung in Wiirze bilden, wenn 
von vornherein keine Ameisensiure zugesetzt wird. Die Ver- 
suchskolben, welche 100 ccm sterilen Nahrboden (Wiirze) ent- 
hiellen, wurden in der friiher geschilderten Weise mit Hefe 
geimpft, bei 27° stehen gelassen, nach je 24 Stunden ein 
Kélbchen herausgenommen und die Ameisensaéure bestimmt. 
Da keine erheblichen Mengen zu erwarten waren, wurde zwecks 
cenauer Bestimmung dem Destillat immer !/100 Molekiil Ameisen- 
siiure als Natriumformiat hinzugefiigt. Nach Abzug dieser hinzu- 
gegebenen Menge von der aus dem Kalomelgewicht berech- 
neten konnte dann die Ameisensiiurebildung von Tag zu Tag 
verfolgt werden. 

Tabelle Nr. 47. 
Hefeart: Sacch. Pastorianus III. 

















Zeit : Noch | Noch Vergoren | Vergoren 
” Kalomel — | — HCOOH | HCOOH 
Tagen o g Yo g | °/o 
1 48599! 04749 | 10323 | +0,0148 |) -+3,23 
2 4.8321 04722 | 10264 | +0,0121} +.2,64 
3 | 4.8190) 04709 | 102,33 | + 00108} +.2,33 
i | 4.7665 | 04658 101,24 | +.0,0057 | + 1,24 








s 
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Tabelle Nr. 48. 


Sacch. cerevisiae. 


Heferart: 


Ld 














Vergoren 


HCOOH 


ao 
Pe] 


Vergoren 


HCOOH 





“Feit | 7 Noch Noch 
’ | Kalomel | vorhandene | vorhandene 
ine HCOOH HCOOH 
Tagen | g o %% 
1 4.8716 0.4765 103,57 
2 4.8510 | 04741 103,04 
a | 4.7949 | 04686 101,85 
4 4.8320 | 04722 102,63 


Tabelle Nr. 


Hefeart: 











+ 0.0164 


+- 0.0140 


+- 0,0085 
+-0,0121 


Sacch. ellipsoideus I. 

















Hefeart : 


Tabelle Nr. 


Stellhefe aus der Aktienbrauerei 


in Heidelberg. 


— Kalomel Fe ce a i — bby 
in | HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
lagen rs o Vl g Oy 
1 5.0380 | 0,4928 107,01 t- 00322 ; + 7,01 
2 4,8324 | 0,4722 102,64 § +0,0121 1 2.64 
3 | 4,8228 |) 0,4713 102,44 | +0,0112, +244 
t — 0,4702 102,19 -0,0101 | -|-2,19 
Dd | 4,807 0,4698 102,11 4-0,0097 +- 2,11 


«Kleinlein» 








Zeit ai , — | stot Vergoren Vergoren 
| Kalomel ; vorhandene | vorhandene | ’ ; 
in | HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 
I agen g g 915 g %9 
L | 4.8583 0.4748 105,20 4-0,0147  +- 3,20 
2 | 4,8642 | 0,4754 103,32 | +-0,0153 4-332 
9 | 48046 | 0.4695 102.07 = -+-0,0094% = +-2,07 
{. 4.8292 | 04719 102,57 00118 4-257 
5 4.8666 | 0.4756 103.37 0.0155 +- 3,37 


Aus Mein Versuchen geht noch viel deutlicher als aus 


den friiheren hervor, da die innerhalb des ersten Tages ge- 
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bildete Ameisensiure nicht schon urspriinglich in der Wiirze 
vorhanden ist, sondern erst durch den GirungsprozeB neu 
gebildet wird. Bei diesen Versuchen macht sich auch noch die 
auffiillige Erscheinung bemerkbar, dafi die Menge der gebildeten 
Ameisensiiure viel gr6Ber ist, als bei den alten Versuchen mit 
vorherigem Zusatz von Ameisensiiure. Auch setzt bei diesen 
neuen Versuchen die Vergiirung nur auf erordentlich langsam 
ein, soda} am 4. resp. 5. Tage immer noch ein bedeutender 
Uberschuf an Ameisensiure vorhanden ist, wihrend bei den 
alten Versuchen die Vergiirung so kriftig einsetzt, dab meistens 
schon nach dem ersten ‘Tage von der zugesetzten Ameisensiiure 
vergoren wird. 

Zuin besseren Vergleich seien die alten und die neuen 
Werte noch einmal nebeneinander gesetzt 


Saccharomyces Pastorianus 3. 























Mit Zusatz von Ameisensiiure. Ohne Zusatz von Ameisensiure. 
Vergoren Vergoren Vergoren | Vergoren 
HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 

g | 910 g | Ol9 
— 0,0068 — 1,26 +0,0148 = +4-3,23 
01,0226 — 4,92 +00121 | +264 
0,0580 12.84 +0,0108 | +233 
0.0750 —- $631 + 0,0057 | + 1,24 


Saccharomyces cerevisiae. 














Si wa ial meat 














Mit Zusatz von Ameisensiure. Ohne Zusatz von Ameisensiaure. 
Vergoren | Vergoren Vergoren | Vergoren 
HCOOH HCOOH HCOOH | HCOOH 

g °l0 g | % 
-L 0.0070 -- 1,70 +-0,0164 + 3,57 
+-0,0012 | +023 +0,0140 | + 3,04 
+ 0,0029 | —0,40 +0,0085 | -+1,85 


—0,0006 | +016 +001 | +26 
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Saccharomyces ellipsoideus 1. 






































Mit Zusatz von Ameisensiiure. Ohne Zusatz von Ameisensiure. 
Vergoren Vergoren Vergoren | Vergoren 
HCcooH | HCOOH HCOOH HCOOH 

co “10 g °/o 
00015 0,30 10,0322 7,01 
— 0.0081 1,78 + 0,0121 1.2.64 
— 0.0111 243 10,0112 - 2,44 
ve OOTY —— §.95 +-0,0101 +219 
Stellhefe Kleinlein. 

Mit Zusatz von Ameisensiiure. Ohne Zusatz von Ameisensiure. 
Vergoren |  Vergoren Vergoren _ Vergoren 
HCOOH HCOOH HCOOH HCOOH 

a %9 g 0/9 
— 0.0229 4.98 + 00147 -{~ 3,20 
— 0,0228 1.89 -+-0,0153 -+- 3,32 
~ 0.0234 ween Ey ED ~+- 0,0094 3 2 07 
— 0,0237 — 4,95 +-0,0118 +-2 


Nachdem nachgewiesen worden ist, daf der bei der Giirung 
beobachtete Uberschuf von Ameisensiiure nicht schon von vorne- 
herein in der Wirze vorhanden ist, bleiben fiir ihre Bildung 
noch zwei Moglichkeiten tibrig. Sie kann der eigentlichen alko- 
holischen Giirung, dem Zerfall des Zuckers in Alkohol und 
Kohlendioxyd, ihre Entstehung verdanken oder sie kann durch 
irgend welche nebenher laufenden Prozesse gebildet werden. 
Zuniichst soll die zweite Méglichkeit ins Auge gefabt werden. 

Als die wichtigsten, neben der eigentlichen alkoholischen 
Girung herlaufenden Prozesse kommen die Bildung des Gly- 
cerins, der Bernsteinséiure und der Fuseléle in Betracht. Durch 
die Arbeiten von Buchner und Meisenheimer ist bekannt, 
dab das Glycerin durch einfache Reduktion des als Zwischen- 
produkt entstehenden Glycerinaldehydes oder Dioxyacetons ent- 
steht: bei diesem Prozefi kann keine Ameisensiiure gebildet 
werden. Anders liegt die Sache bei den beiden anderen Neben- 
produkten, deren Bildungsweise die schidnen Arbeiten von 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 11 
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F. Ehrlich!) aufgeklirt haben. Ehrlich hat nachgewiesen, 
dal} sowohl die Bernsteinséure als auch die Fuselole bei der 
Garung von Aminosiuren entstehen. 

Als Muttersubstanz der Bernsteinsiiure ist die Glutamin- 
siiure anzusprechen, aus welcher sie in folgender Weise entsteht. 
Sie unterliegt zuniichst einer Spaltung in Ameisensaure, Am- 
moniak und dem Halbaldehyd der Bernsteinsidure, und letzterer 
wird dann weiter zu Bernsteinsiiure oxydiert. 

,0 
COOH — CH, — CH — COOH = COOH— CH, —CH,—Cc& | HCOOH --NH, 
| H 
NH, 
COOH —- CH CH cf YQ = COOH — CH CH COOH 
sles a a it a dilate - a ° 
NH 

Ganz gleich verlauft die Bildung des Fuseléls, aus den 
Aminosiiuren. Fur den Hauptbestandteil des Fuseldls, die 
Amylalkohole, kommen als Muttersubstanz das Leucin und das 
von Ehrlich entdeckte Isoleucin in Betracht. Das Leucin 
erleidet, genau wie die Glutaminsiure, eine Spaltung in Ameisen- 
siiure. Ammoniak und Isovaleraldehyd und der letztere wird 
dann zu Isoamylalkohol weiter reduciert. 


CH, CH 0 
NH — CH, — CH —COOH = “ScH—CH,—C@ HCOOH -+-NH, 
CH, 7 | CH, H 
NH, 
CH, 0 CH, 
‘SCH —CH,—C% +H, = SCH —~ ti, — ti, — on, 
CH,7 ‘H CH, 


Bei beiden Prozessen wird also neben der Bernsteinsaure 
und dem Amylalkohol Ameisensaure gebildet und man konnte 
wohl daran denken, dafs die bei der alkoholischen Giirung 
entstehende Ameisensiiure diesem Vorgang ihren Ursprung 
verdankt. Wenn die Ameisensiiure nun ausschlieBlich bei 
diesem Prozef gebildet wird, so muf ihre Menge in Beziehung 
zu der Menge der gebildeten Bernsteinséiure und dem Fuselol 
stehen. Nun sind nach den Untersuchungen von Straub’) 
im Bier 0,0026— 0,0039°/o Bernsteinsiure vorhanden und 


1) Biochem. Zeitschrift, Bd. 1, S. 31, Bd. 2, S. 52. Ber., Bd. 40 
(1907), S. 1027. 
?) Forschungsber. tiber Lebensmittel usw., Bd. (1895), S. 382. 
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Chapman!) fand in 6 englischen Bieren auf 100 Teile rohen 
Alkohol 0,051-—0,250 Teile Fuselol. Wenn man nun annimmt, 
daf von den untersuchten Hefearten aus 100 ccm Wiirze in den 
ersten 24 Stunden 2 g Alkohol gebildet werden (siche die spiteren 
Tabellen), so mifte nach den Bestimmungen von Chapman, 
wenn man die héchste von ihm gefundene Zahl benutzt, 0,0050 g 
Amylalkohol gebildet worden sein und nach der hodchsten von 
Straub erhaltenen Zahl 0,0039 g Bernsteinsiiure. Nun ent- 
sprechen nach den weiter oben gegebenen Gleichungen 0,0050 g 
Amylalkohol 0,002615 g Ameisensiure und 0,0039 g Bernstein- 
siiure 0,001521 g Ameisensaure. Es entstehen also, wenn man 
diese Angaben zugrunde legt, bei der Amylalkohol- und Bern- 
steinsiiurebildung zusammen 0,004136 g Ameisensiure. Diese 
Menge ist nun aber viel geringer als die tatsachlich gefundene; 
die kleinste der gefundenen Mengen (bei Saccharomyces Pa- 
storianus III) ist 3,58mal und die grébte (bei Saccharomyces 
ellipsoideus I) 7,79 mal so grof. Auch wenn man die von vorn- 
herein in der Wage vorhandene Menge Ameisensiiure noch hin- 
zunimmt, kommt man noch lange nicht auf die gefundenen Werte. 
Nun sind aber die der Berechnung zugrunde gelegten Werte 
Maximalwerte, denn es wurden ja die héchsten der ermittelten 
Zahlen benutzt; auferdem sind diese Zahlen an ausgegorenen 
Fliissigkeiten ermittelt worden, und es ist wenigstens fir die 
Bernsteinsdure von Effront?) nachgewiesen worden, daf ihre 
Menge mit jedem Tage zunimmt. Zieht man dieses auch noch 
in betracht, so ist die Menge Ameisensiure, welche bei der 
bildung der Bernsteinsiéure und des Amylalkohols entsteht, sicher 
noch viel kleiner. Zu einer etwas abweichenden Auffassung 
der alkoholischen Giirung der Aminosiuren kommen Neubauer 
und Fromherz.*) Sie glauben, daf die Aminosiure zuniichst 
in die entsprechende Ketonsdéure verwandelt wird, und dal diese 
dann unter Abspaltung von Kohlendioxyd und darauf folgender 
Reduktion in den Alkohol iibergeht. Nach dieser Auffassung 


') S. federated Inst. Brewing, Bd. 3 (1897), S. 240. 
?) Comptes rend., Bd. 119 (1894), S. 169. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 70 (1911), S. 326. 
11* 
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diirfte bei der alkoholischen Giérung der Aminosiuren tiber- 
haupt keine Ameisensdure gebildet werden. Soviel geht also 
sicher aus den angestellten Betrachtungen hervor, dal 
die gebildete Ameisensiure nur zum kleineren Teile 
oder iiberhaupt nicht der Girung der Aminosauren 
ihre Entstehung verdankt. 

Es wiire eventuell noch an eine weitere Bildungsmd6glich- 
keit der Ameisensiiure in giirenden Fliissigkeiten zu denken. 
Auber der eigentlichen Giirung und der Bildung der schon er- 
wiihnten Nebenprodukte findet auch noch eine Vermehrung der 
Hefe, also eine Bildung neuer K6rpersubstanz statt. Zum Auf- 
bau ihres Koérpers bedarf die Hefe hauptsiichlich der Amino- 
siiuren und der Kohlenhydrate, die ihr beide in reichlicher 
Menge von der Bierwiirze geboten werden. Bevor aber diese 
Aminosiiuren und Kohlenhydrate zum Aufbau der Kérpersubstanz 
verwendbar sind, miissen sie, wenigstens zum Teil, ungewandelt 
werden. Zu dieser Umwandlung, zu dem weiteren Aufbau der 
Korpersubstanz, wie tiberhaupt zur ganzen Unterhaltung der 
Lebensvorgiinge, sind gewisse Energiebetriige notwendig. Die 
griine Pflanze gewinnt diese Energiebetriige durch Oxydation 
der Zuckerarten zu den sogenannten Pflanzensiuren, unter denen 
die Oxalsiiure die verbreitetste ist; auch Kohlendioxyd wird bei 
dieser Verbrennung gebildet. Diese Oxydation der Zuckerarten 
zu den Pflanzensiiuren und auch die Bildung von Kohlendioxyd 
kann man sich nun in folgender Weise vorstellen. 

Wenn die Glukose der Einwirkung gelinde wirkender Oxy- 
dationsmittel ausgesetzt wird, so bildet sich aus der Carbonyl- 
gruppe eine Carboxylgruppe, es entsteht die Glukonsaure 

cH.—/cH\ —c¢ +0=cH,—/cH\ —COoH 
‘H, K 4 = CH, ; 
| (, )s “H | (| ) 

OH OH OH \OH 

Die Glukonsiiure ist nun eine a-Oxysiiure, und als solche 
wird sie geneigt sein, unter Abspaltung von Ameisensiure in 
einen Aldehyd, eine Pentose tiberzugehen. 

QO 


CH,—/CH\ — COOH = CH,—/sCH\ —CZ + HCOOH. 
“(u) _Ww 


| f | | 
OH OH OH OH 


peg NN Sino Ao oer. 
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Die Ameisensiure unterliegt einer weiteren Oxydation zu 
Kohlendioxyd und Wasser 
HCOOH + 0 = H,O + CO,,. 


Die Oxydation kann auch noch in etwas anderer Weise 
verlaufen. Anstatt daB die Carbonylgruppe direkt zu einer 
Carboxylgruppe oxydiert wird, ist es méglich, daf zuniichst die 
g-stiindige CH-OH-Gruppe zu einer Ketogruppe oxydiert wird 
unter Bildung eines Osons. Dieses Oson erleidet nun, wie es 
die a-Ketoaldehyde im allgemeinen tun, eine Umlagerung in die 
betreffende a-Oxysiiure, in diesem Falle die Glukonsiiure 


,O ,O 
CH,— /CH\ —CH—CY% +0O=CH,—/sCH\ —C—C/ 
| (\ )s | NH ( | )s I MH 
OH OH OH OH OH 0 

yO 


CH, — /CH\ —C— CF == CH, — /CH\ — CH — COOH. 
| ( | )s | “NH | ( | )s | 
OH OH QO OH OH OH 


Die Pentose wird nun weiter zu einer Pentonsidure oxydiert 
und diese wird dann in eine Tetrose und Ameisensiiure gespalten. 





OH 


y O 
CH,—/CH\ —COOH  CH,—/CH, —CZ% + HCOOH. 
“ ‘ “ae ‘ ~ 
3 ( | } - | ( } : 

OH \OH OH 


So kann man sich den Vorgang weiter fortgesetzt denken, 
bis man schlieblich zu Glykolaldehyd, zur Glykolsaure und zum 
Formaldehyd gelangt. Bei der Annahme, daf der Oxydations- 
vorgang in der eben geschilderten Weise verliuft, st6{t man 
auf eine Reihe von Siiuren, welche aufer der Ameisensiure und 
aufber der Glykolsiure bisher nicht in den Pflanzen nach- 
gewlesen worden sind. 

Labt man stiirkere Oxydationsmittel auf Glukose  ein- 
wirken, so wird nicht nur die Aldehydgruppe oxydiert, sondern 
die endstandige CH,-OH-Gruppe wird ebenfalls angegriffen und 
in eine Carboxylgruppe umgewandelt; so entsteht aus der Glukose 
die Zuckerséure 
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O 
CZ 
1H 
CH — OH 
| 
CH — OH 
| 
CH — OH 
| 
CH — OH 
| 
CH, —OH 


4+. 30 
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COOH 
cH os OE 
a ‘a —OH 4 HO. 
CH — OH 
CH — OH 
Coon 


Die Zuckersiiure wird nun als a-Oxysiure leicht zwei 
Molekiile Ameisensiiure abspalten und dabei in Weinsauredial- 


dehyd iibergehen 


COOH 

CH — OH 
CH — OH 
(a — OH 


| 
CH — OH 


| 
COOH 


4. 2HCOOH. 


Die Ameisensiiure wird nun weiter zu Kohlendioxyd und 
Wasser und der Weinsiuredialdehyd zu Weinsadure oxydiert 


werden. 


Die Weinsiure unterliegt nun als a-Oxysaure weiter 


der Spaltung und geht in Glyoxal und Ameisensiure iiber 


COOH 


| 
CH — OH 


CH — OH 


COOH 


c2° 
| NH | 
" -. 2HCOOH. 
' 0 
7 


oe 
H 


und das Glyoxal wird dann zu Oxalsiéure oxydiert 


NH 


COOH 
| 
COOH. 


Bis jetzt ist angenommen worden, dai aus den Oxydi- 
carbonsiiuren gleichzeitig zwei Molekiile Ameisensiaure abge- 
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spalten werden, und daf dabei Oxydialdehyde entstehen. Méglich 
ist aber auch, daf} zunéchst ein Molekiil Ameisensiiure ab- 
gespalten wird und sich ein Halbaldehyd bildet, der dann weiter 
zu einer Dicarbonsadure oxydiert wird. Von der Zuckersiiure aus- 
gehend erhalt man dann folgende Reihe von Ko6rpern: 


COOH yV 


| (: - COOH ,0 
CH — OH | “H | CZ COOH 
| CH — OH CH — OH | NH | 
CH — OH | | CH—OH ~~ CH — OH 
| > CH — OH —> CH—OH —> | wits | 
CH — OH | | CH—OH CH — OH 
| CH — OH CH — OH | 
CH — OH | | COOH COOH. 
| COOH COOH 


COOH 
Weitergehend von der Weinsiure erhilt man eine ihn- 
liche Reihe. 


COOH LO 

| KG COOH 0 

CH — OH | NH l (,4 COOH 
| > CH—OH —> CH—OH —> | MH —> | 

CH — OH | | COOH COOH. 
| COOH COOH 

COOH 


Bei dieser Annahme des Abbauvorganges st6it man auBer 
auf Ameisensiure, Weinséure und Oxalsiéure noch auf die Gly- 
oxylséure, welche ebenfalls in den Pflanzen nachgewiesen worden 
ist. Daf tatsachlich der oxydative Abbau der Zuckerarten in 
der eben geschilderten Weise verlaufen kann, geht daraus hervor, 
dab auch bei der Oxydation von Zucker mit Salpetersiiure ein 
grober Teil der eben aufgefiihrten K6rper entsteht. 

Auch ein Nebeneinanderherlaufen der drei Abbaureaktionen 
ist natirlich modglich oder andere Kombinationen. 

Auch der oxydative Abbau der Kohlenhydrate im Tier- 
korper wird wohl in dhnlicher Weise verlaufen; d. h. es tritt 
Oxydation zu einer a-Oxysiure ein und diese wird in einen 
Aldehyd und Ameisensiure gespalten; die Ameisensiiure wird 
weiter zu Kohlendioxyd und Wasser oxydiert und der Aldehyd 
wieder zu einer a-Oxysiiure, welche dann neuerdings gespalten 
wird. Zur Bestatigung dieses Oxydationsverlaufes im Tierkérper 
ware es sehr wichtig, nachzuweisen, daf er diese Siéiure zu ver- 
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brennen vermag und dal} sie wenigstens spurenweise in ihm 
vorkommt. 

Bei diesem eben geschilderten Vorgang der Zuckeroxy- 
dation zwecks Energiegewinnung werden nun reichliche Mengen 
von Ameisensaure als Zwischenprodukt gebildet; ja die ganze 
Kette wird unter Umstiinden vollstaindig tiber die Ameisensiiure 
in Kohlendioxyd verwandelt. 

Es wire ja moglich, daf auch die Hefe die ihr notwendige 
Energie einem derartigen oxydativen Zuckerabbau entnimmt. 
Dagegen spricht aber, dab die alkoholische Giirung ein anaerober 
Prozef ist, also ohne Mitwirkung von freiem Sauerstoff verliuft, 
und daf die Pflanzensiiuren, namentlich die Oxalsiure, nur in 
iiuberst geringer Menge in giirenden Fliissigkeiten vorkommen. 
Bei der Alkoholgérung durch Hefen ist Oxalsiiure tiberhaupt 
nicht mit Sicherheit nachgewiesen worden. Die in der Hefe 
Ofters beobachteten Oxalatkrystalle kinnen ebensogut aus schon 
vorher in der Wiirze vorhandener Oxalsiiture stammen.!) Die 
Hefe braucht ja auch gar keine Energie durch oxydativen Zucker- 
abbau zu gewinnen, da ihr reichliche Energiemengen aus dem 
Zerfall des Zuckers in Alkohol und Kohlendioxyd zur Ver- 
fiigung stehen. 

Die bei der alkoholischen Girung auftretende 
Ameisensiiure kann also auch nicht dieser Quelle ent- 
stammen, und es bleibt nichts anderes tibrig, als anzu- 
nehmen, daf sie beim eigentlichen Zerfall des Zuckers 
in Alkohol und Kohlendioxyd entsteht. 

Die durch die erhaltenen Zahlen ausgedriickten Mengen 
gebildeter und vergorener Ameisensiure entsprechen nun sicher 
nicht den tatsichlichen Verhaltnissen; die Mengen werden, 
auch wenn man sich nicht von vornherein auf das Wohl- 
Schadesche Schema festlegt, bedeutend gréfer sein, wie 
folgende Uberlegung lehrt. 

In die Kolben wird eine recht betrachtliche Menge junger, 
girkriftiger Hefe eingesiat; sie findet hier ein ausgezeichnetes 
Nihrmaterial, und ihre Entwicklung setzt sofort kriftig ein. Diese 


') Lafar, Handbuch der technischen Mykologie, Bd. 4, 5. 383. 
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besonders kriiftige Entwicklung verlauft innnerhalb der ersten 
24 Stunden, denn in dieser Zeit wird, wie aus den spiiter 
gegebenen Tabellen hervorgeht, die grdBte Menge Alkohol ge- 
bildet. Innerhalb der zweiten 24 Stunden findet auch noch 
eine kriftige Entwicklung statt, aber nicht mehr so, wie in 
den ersten; spater verlauft sie dann langsamer. Das Stadium 
der Ameisensiurebildung fillt also mit dem Stadium der be- 
sonders energischen Sprobtitigkeit der Hefe, mit dem Vor- 
handensein besonders vieler junger giarkriiftiger Zellen, zu- 
sammen, wiihrend das Stadium der Ameisensiiurevergiérung mit 
einer langsameren Entwicklung zusammenfallt. Nun sind aber 
auch schon wiihrend der ersten 24 Stunden sicher Zellen vor- 
handen, die ihre Entwicklung abgeschlossen haben, also alte 
und abgestorbene Zellen. Diese Zellen haben dann schon alle 
ihre Wirkungsmoglichkeiten geiiubert, sie haben Ameisensiiure 
gebildet, aber auch schon solche vergoren. In den niichsten 
Tagen in welchen die Hauptentwicklung voriiber ist, findet schein- 
bar ausschlieBlich Vergirung der Ameisensiure statt; aber auch 
in diesem Stadium sprobt die Hefe noch und bringt junge kriiftige 
Zellen hervor. Es muf also auch jetzt noch Bildung von Ameisen- 
siiure eintreten. Aus dieser Uberlegung geht also her- 
vor, daB die gefundenen Zahlen Kompensationswerte 
sind, gebildet aus der Menge entstandener und ver- 
gorener Ameisensiure. 

Nun findet aber scheinbar mitunter tiberhaupt keine Bildung 
von Ameisensaure statt, wie z. B. Saccharomyces Pastorianus III 
bei 27° (Tabelle 20 und 20a), hier wird nach 24 Stunden schon 
weniger Ameisensidure gefunden, als zugesetzt war. Dal aber 
auch hier tatsachlich Kompensationswerte vorliegen, geht daraus 
hervor, daB innerhalb des ersten und zweiten Tages, wenn die 
groBte Menge Alkoho! gebildet wird (siehe Tabelle 51 und 52), 
weniger Ameisensiiure vergoren wird, als in den niichsten Tagen. 
Wird die ganze Entwicklung durch Herabsetzen der Temperatur 
auf 17° verlangsamt, so ist innerhalb des ersten Tages wieder 
ein UberschufB von Ameisensiure zu finden (Tabelle 23 und 24). 
Die ganzen in den ersten Tabellen gegebenen Zahlen sind also 
Minimalwerte; es wird mehr Ameisensiure gebildet und mehr 
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Ameisensiiure vergoren, als die Zahlen angeben, beide Prozesse 
laufen nebeneinander her; die Ameisensaurebildung iiberwiegt 
in der ersten Zeit, wenn besonders viele junge girkriftige 
Zellen vorhanden sind, und die Vergiirung tiberwiegt, wenn die 
Entwicklung ihren Héhepunkt tberschritten hat. 

Ks wurde friiher schon auf die merkwiirdige Tatsache auf- 
merksam gemacht, dafi bei Zusatz von Ameisenséure mehr 
Ameisensiiure vergoren wird, als ohne Zusatz, und daf in 
letzterem Falle mehr Ameisensaure gebildet wird. Auch ohne 
Zusatz von Ameisensidure findet eine nachweisbare Vergirung 
statt, denn nach 24 Stunden wird die gréfte Menge gefunden, 
spiiter sinkt sie dann langsam ab. 

Um zu sehen, ob diese Erscheinung auf eine erhebliche 
Schadigung des ganzen Girungsprozesses durch die hinzugefiigte 
Ameisensiiure zuriickzufiihren ist, wurden die Mengen Alkohol 
bestimmt, welche, unter sonst gleichen Bedingungen, in Bier- 
wiirze allein und in Bierwiirze 4+- Natriumformiat gebildet werden. 
Die erhaltenen Resultate sind in den folgenden Tabellen zu- 


sammengestellt. 


Tabelle Nr. 51. 


Keine Ameisensédure bei 27 °. 
Nihrljsung: Bierwiirze. Hefeart: Sacch. Pastorianus III. 
Lo) 














Zeit | Gewicht von | Gewichts | Volum 
in | 50 ccm | lo | Of 
Tagen | Destillat | Alkohol Alkohol 
1 49.8637 | 1,44 1,82 
2 | 497781 | 2.43 3,07 
3 49,7280 | 3,00 | 3,78 
i =| 49,7204 3,06 | 3,85 


Tabelle Nr. 51a. 


0,4601 g Ameisensiiure als Natriumformiat bei 27°. 
Niihrlésung: Bierwiirze. Hefeart: Sacch. Pastorianus III. 














Beitrige zur Biochemie der Mikroorganismen. Y. 167 














Zeit | Gewicht von | Gewichts Volum 
in | 40 ccm Fo 90 
Tagen | Destillat Alkohol Alkohol 
1 | 49,9202 | 0.85 1,07 
2 | 49.8170 1,99 251 
3 | 49.7658 | 2.55 3,21 
4 | 49,7683 2.60 3,28 


Tabelle Nr. 52. 


Keine Ameisensiiure bei 27 °. 
Nahrlosung: Bierwiirze. Hefeart: Sacch. ellipsoideus II. 








Zeit | Gewicht von | Gewichts Volum 
in | 50 cem | fo %V0 
Tagen Destillat | Alkohol Alkohol 
1 49,7415 | 2,82 3,96 
2 | 49,6322 | 4,11 5,18 
3 | 49.6198 | 4.23 5,33 
4 | 496185 | 4,29 | 540 


Tabelle Nr. 52a. 


0,4601 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 
Nahrlosung: Bierwiirze. Hefeart: Sacch. ellipsoideus II. 











Zeit Gewicht von Gewichts Volum 
in | 50 ccm | %0 | fo 
Tagen | Destillat Alkohol | Alkohol 
1 | 49,7346 | 2,88 | 3,64 
2 | 496618 | 3,75 | 4,75 
3 | 19.6402 | 3,99 | 5,03 
£ | 49.64 | 3,99 | 5,03 


Wie aus den erhaltenen Resultaten hervorgeht, findet eine 
erhebliche Schiidigung der Alkoholproduktion und damit des 
ganzen Girungsprozesses durch die Anwesenheit griéBerer 
Mengen Ameisensiiure nicht statt, es miissen also andere 
Griinde fiir diese Erscheinung vorhanden sein. 
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Sind schon von vornherein erhebliche Mengen Ameisen- 
siiure vorhanden, so scheint die Vergérungsfahigkeit der Hefe fiir 
diese Siiure angeregt zu werden; eine gewisse Ameisensiure- 
konzentration scheint iiberhaupt vorhanden sein zu miissen, 
bevor sie angegriffen wird. 

Soviel ist jedenfalls sicher, dai durch Hefen er- 
hebliche Mengen Ameisensiure gebildet und auch ver- 
goren werden kénnen und dab diese Prozesse mit dem 
eigentlichen Zerfall des Zuckers in Alkohol und Kohlen- 
dioxyd im Zusammenhang stehen. 

Es wurde nun weiterhin noch untersucht, ob es nicht 
gelingt, den UberschuB an vergorener Ameisensiiure noch weiter 
zu steigern; dies erschien méglich, wenn den Hefen nicht freie 
Ameisensiiure, sondern ein Ameisensiiurederivat geboten wird. 
Den ganzen Zerfall des Zuckers unter dem Einfluf{ der Zymase 
hat man sich doch wohl so vorzustellen, da’ er sich zunachst 
mit dem Ferment verbindet und da nun der Zerfall, iiber welche 
Zwischenstufen es auch sei, immer in Verbindung mit dem 
Ferment oder den Fermenten vor sich geht. Es treten also 
dann die Zwischenprodukte garnicht in freiem Zustande auf, 
sondern immer nur als Derivate: auf diesen Punkt soll spiiter 
noch eingegangen werden. Wenn nun die Fermente Eiweil- 
kérper sind, so ist es vielleicht die Amidogruppe, welche den 
Angriffspunkt zur Bildung der Zwischenproduktsderivate gibt, 
und aus diesem Grunde wurde das Verhalten von Formylglycin 
gegentiber Hefe gepriift. 

Das fiir die Versuche notwendige Formylglycin wurde 
nach der Vorschrift von KE. Fischer und O. Warburg!) dar- 
gestellt. Zur Uberfiihrung in das Natriumsalz wurde das Formy!- 
glycin in wenig warmem Wasser gelost, mit Natronlauge genau 
neutralisiert, auf dem Wasserbade bis zur Trockne eingedampft 
und der farblose Salzriickstand zweimal aus Wasser umkry- 
stallisiert. Die Analysen des Salzes deuteten auf neutrales 
Formylglycinnatrium -+- ein Wasser. 

Da keine Erfahrungen dariiber vorlagen, ob das Formy!- 
glycin sich durch Kochen mit verdiinnter Phosphorsiure glatt 


!) Ber., Bd. 39, I (1906), S. 187. 
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in Ameisensiiure und Glycin spalten lie}, wurde in #100 Mol. 
des Salzes die Ameisensiure in der itiblichen Weise nach der 
Destillation mit Wasserdampf unter Zusatz von Phosphorsiiure 
bestimmt. Es ergab sich hierbei in zwei Bestimmungen ein 
Fehler von — 4,85°/o und dieser Minusfehler wurde bei den 
spiiteren Berechnungen der Analysen in Riicksicht gezogen. Die 
Versuche wurden mit Stellhefe Kleinlein und Sacharomyces 
Pastorianus III ausgefiihrt, gleichzeitig wurden Parallelbestim- 
mungen mit der iiquivalenten Menge Natriumformiat unter- 
nommen. Die erhaltenen Resultate sind in den folgenden 
Tabellen zusammengestellt. 
Tabelle Nr. 53. 
0,4601 g Ameisensiiure als Natriumsalz des Formylglycins. 
Niihrboden: Bierwiirze. Hefeart: Stellhefe aus der Brauerei 
Kleinlein» in Heidelberg. 


























vite Kalomel | OF os | a a | oe = 
in | HCOOH HCOOH HCOOH HCOOU 

Tagen g | 6 % | g ly 
| = 0.4776 103,80 | +- 0,0175 -{- 3,82 
2 —— 04742 | 103,72 | +- 0,017 1 ao ade 
3 == 0.4724 102.67 | +-~0,0123 f° 2.67 
{ vo 0.469% | 102.00 | -+- 0,0093 -{- 2.00 
5 - 0,4689 101,91 §-+1-0,0088 + 1,91 


Tabelle Nr. 53a. 

0,4601 g Ameisensiiure als Natriumformiat bei 27°. 
Néhrboden: Bierwiirze. Hefeart: Stellhefe aus der Aktien- 
brauerei «Kleinlein» in Heidelberg. 


























eee ee poepeeneengapeomermenomes pene renner | 
ih Kalomel On | si | ees — 
in | HCOOH, | HCOOH | HCOOH HCOOH 
lagen g | g | Oly | g Oo 
1 4,7680! 04660 | 101,27 | 40,0059 | -+- 1,27 
2 | 46788 | 04572 9938 | —0,0029  — 062 
3 | 46730! 04567 | 9926 | —0,0034 | — 0,74 
i 4.6972 | 04551 98,47 | —0,0050 | — 1,53 
5 4.6256 > 04520 9825 | —O0O81 | — 1,75 
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Tabelle Nr. 54. 


0,4601 g Ameisensaure als Natriumsalz des Formylglycins. 
Niihrboden: Bierwiirze. Hefeart: Sacch. Pastorianus III. 


























Zeit Kolomel sc 50 ee Vergoren Vergoren 
in HCOOH | HcooH | HCOOH HCOOH 
Tagen e fi Fo g %/o 
1 04682 102,69 | --0,0081 | ++ 2.69 
2 — O4752 108,28  -+0,0151 + 2,38 
3 0,4792 104,15 | +4-0,0191 | -++ 4,15 
f 04799 104,30  +0,0198 | + 4,80 


D4a. 


Tabelle Nr. 


0.4601 g Ameisensiiure als Natriumformiat bei 27°. 


Nihrboden: Bierwiirze. Hefeart: Sacch. Pastorianus III. 











 —___ ————— EEE 
Zeit | Kal — _ Vergoren Vergoren 
alomel | vorhandene | vorhandene m4 
in HceeH || cece || OO Oe 
lagen g g 1 g | “Jo 
4.7338 0.4626 100,57 | +0,0015 | +- 057 
2 1.4963 04394 95,50 | —0,0207 > — 4,50 
d 4.3309 | 0.4232 91,98 —0,0369 — 850 
+ 40011 0,3910 84,98 | —0,0691 | — 15,02 


Ks zeigt sich, daf hier, im Gegensatz zu den Versuchen mit 
Natriumformiatzusatz, ein erheblicher Uberschuf von Ameisen- 
siiure vorhanden ist. Eine Vergiirung tritt nur bei Stellhefe 
Kleinlein nach dem ersten Tage ein, aber diese ist auch nur 
sehr schwach, ist aber in ihrer GréSenordnung dieselbe wie 
bei Zusatz von Natriumformiat. Bei Saccharomyces Pastoria- 
nus III wird die Menge der gebildeten Ameisensiiure von Tag 
zu Tag gréfer, wiihrend bei Zusatz von Natriumformiat eine 
sehr kriiftige Vergaérung einsetzt. Die mit Zusatz von Formyl- 
glycin erhaltenen Werte dhneln sehr denen, die ohne Zusatz 
von Ameisensiiure erhalten wurden (Tabelle 51—52). Die Hefen 
hier in derselben Weise wie ohne Anwesenheit von 


arbeiten 
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Ameisenséure, und 


Ameisensiiure in einer 


auch bei der Girung auftritt. 


Um nun noch zu guter Letzt zu entscheiden, 


das kommt wohl daher, 
ihnlichen Form geboten wird, wie sie 
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dafi ihnen die 


ob die Ver- 


ciirung der Ameisensaéure durch Hefe den sich in ihr abspielenden 
enzymatischen Prozessen angehort, wurden auch noch Versuche 


mit PreBsaft unternommen. 


Der Prefsaft 


wurde nach dem 


von E. Buchner angegebenen Verfahren aus Stellhefe Kleinlein 


hergestellt. 


Die Kolben wurden mit einer Lésung von '/100 Mol. 


Natriumformiat in 75 ccm Wasser, 25 ecem Prefsaft und 3/1 eem 


Toluol gefiillt und in 


Thermostaten von 27° gehalten. 


Alle 


24 Stunden wurde ein Kolben herausgenommen und die Ameisen- 


Tabelle 55. 


siure in der tblichen Weise bestimmt. 
sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 


Die erhaltenen Werte 





























a | Kalomel Be a a | <a | bicep be i 
in | HCOOH | HCOOH | HCOOH HCOOH 
Pagen | g | g | O19 | g 90 
1 | verungliickt 
2 | 46874 | 0.4581 90,57 | —0,0020 | — 043 
3 | 4,7100 | 04603 100,05 | -+0,0002  +- 0,05 
t | 4,7789 | 0.4670 101,50 -+-0,0069 | + 1,50 
59 | 4,7875 | 0,4679 101,69 | +-0,0078 + 1,69 
Tabelle 56. 
Zeit | Kalomel | ot te a | bn ce | ——— 
- | | HCOOH | neogn | | 
lagen | g g 9 | g | lo 
1 | 4.7081 04596 9989 | —0,0005 | — O11 
2 | 4,6780 | 0,4572 993% | —0,0029  — 0,66 
3 | 4.7006) 0,4594 99.84 | —0,0007 | — 0,16 
+ | 4.7611 04653 | 101,13 | +0,0052 | — 1,13 





Hartwig Franzen und O. Steppuhn, 


Tabelle 57. 











EE Se 
Zeit ee. ee rane | Ya Vergoren Vergoren 
m on HCOOH, | HCOOH | HCOOH HCOOH 
lagen @ o | 0/ | g | Fg 
1 4.7048 04598 99,93 | —0,0003 | — 0,07 
2 4.6823 04576 99,45 | —0,0025 | — 0,55 
3 | 46979 04591 9978 | —0,0010 | — 022 

i 47702 04662 | 101,32 | +0061 | + 1,32 
) 4.7897 0,4681 101,73 | -+-0,0080 + 1,73 





Wie aus den erhaltenen Zahlen hervorgeht, tritt hier nur 
innerhalb der ersten Tage eine schwache Vergirung von Ameisen- 
siiure ein, wiihrend an den folgenden Tagen ein allmiéhlich 
immer grober werdender Uberschuf auftritt. Ganz anders werden 
aber die Verhiiltnisse, wenn man nebenher noch eine richtige 
alkoholische Giirung laufen laBt, wie die folgenden Versuche 
beweisen. Die Kolben wurden mit 50 ccm Wasser, enthaltend 
1/100 Molekiil Natriumformiat, 25 cem einer 40°/oigen Saccharose- 
lo6sung und 25 ecem Prefsaft versetzt und im Thermostaten 
bei 27° gehalten. 


Tabelle 58. 

















— Kalomel | aden uae | WS .: — | — 
hes ; HCOOH | HCOOH : — | — 
eo g g | jo g | /0 
1 _ is | ui | mo «8 a 
24,7121 04605 | 100,09 | +.0,0004 | -+ 0,09 
34,6880, 04581 | 99,57 | —0,0020} — 0,43 
4 | 45602) 04456 | 9686 | —00145 | — 3,14 
5 | 45538| 04450 | 96,71 |—00151 | — 3,29 
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Tabelle 59. 














Zoit | | Noch | Noch wo | Wes 

— | Kalomel _ vorhandene | vorhandene rare | ieee 
in | HCOOH | HCOOH . | 

Tagen g | g | Fo g Og 
1 — | — | = — — 

2 | 47190 04611 | 100,23 | +0,0010 + 0,23 
3 | 4,7327| 0,625 | 10052 | +0,0024 | + 052 
; | 46190 0.4514 98,12 0,0087 | — 1,88 
5 | 45403) 0,4438 9646 | 00163 — 354 





Hier tritt, nachdem zunichst eine schwache Bildung von 
Ameisensiiure eingesetzt hat, eine recht kriftige Vergiirung ein, 
welche am fiinften Tage den Betrag von 3,54°/o der zugesetzten 
Menge erreicht. Die Vergirung der Ameisensiiure gehort 
also jedenfalls auch zu den in der Hefe verlaufenden 
enzymatischen Prozessen. Diese Zahlen beweisen auch 
noch, daB die Vergirung der Ameisensiure durch 
Zucker in engem Zusammenhange mit dem Zerfall des 
Zuckers in Alkohol und Kohlendioxyd steht. 

Ob nun die Substanz, welche die Vergiirung der Ameisen- 
siiure bewirkt, mit den Substanzen identisch ist, die auch die 
Vorstufen des Alkohols und des Kohlendioxyds aus dem Zucker 
bilden und die von Buchner mit dem Gesamtnamen Zymase 
bezeichnet werden, kann sicher nicht entschieden werden. Wenn 
sich in der Buchnerschen Zymase aber eine Heihe von ein- 
zelnen Fermenten verbergen, die nacheinander in Wirksamkeit 
treten und die einzelnen Produkte des Zuckerzerfalls bilden, 
was sehr wahrscheinlich ist, so wird einer dieser Korper ein 
soleher sein, der die Spaltung der Ameisensiiure in Wasserstoff 
und Kohlendioxyd bewirkt, und dieser Korper wire dann mit 
dem Namen Formiase zu bezeichnen. Solche Formiasen sind 
jedenfalls in der Mikroorganismenwelt auBerordentlich verbreitet, 
auch Schimmelpilze und Bakterien vermégen Ameisensiure teil- 
weise in sehr kriftiger Weise zu verarbeiten.!) Da die Ameisen- 
siiure ein im Pflanzenreich auferordentlich verbreiteter Kérper 


') Siehe die friiheren Abhandlungen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 12 
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ist, werden auch in den hoheren Pflanzen derartige Formiasen 
vorkommen, und es liegt deshalb der Verdacht nahe, daf die- 
jenigen Fermente, welche eine Keduktion bewirken, die soge 
nannte Reduktasen, zum Teil weiter nichts sind als Formiasen. 
Durch die Formiasen wird eine Spaltung der Ameisensiure in 
Wasserstoff und Kohlendioxyd bewirkt und der Wasserstofi 
im status nascens Ubt dann die Reduktionswirkungen aus. 

Wie dem nun aber auch sei, sicher geht jeden- 
falls soviel aus den angestellten Versuchen hervor, 
dafi durch Hefe Ameisensa&iure gebildet und auch 
Ameisensiure vergoren wird, dai diese Prozesse en- 
zymatische Prozesse sind und in engem Zusammen- 
hange mit dem eigentlichen Zerfall des Zuckers in 
Alkohol und Kohlendioxyd stehen. 

Wenn auch nachgewiesen worden ist, dal} das eine Spal- 
tungsstiick des Schadeschen Milchséurezerfalls, die Ameisen- 
siiure, von Hefen vergoren wird, so mui, wenn diese Theorie 
als richtig anerkannt werden soll, auch das andere Spaltungs- 
stiick, der Acetaldehyd, von Hefen vergoren werden. Dies- 
beziigliche Versuche sind neuerdings von Buchner und Meisen- 
heimer!) angestellt worden. Sie benutzten fiir ihre Unter- 
suchungen nicht den freien Acetaldehyd, sondern Athylidenoxy- 
formiat, das Ameisensiurehalbacetalanhydrid. In diesem Korper 
werden der Hefe gleichzeitig beide Spaltungsstiicke der Milch- 
siiure geboten. Versuche mit Prefsaft verliefen jedoch negativ. 
Wir haben einige Versuche mit freiem Acetaldehyd angestellt 
und die Konzentrationen ermittelt, in denen er entwicklungs- 
hemmend wirkt, um zu sehen, ob die Hefen iiberhaupt er- 
hebliche Mengen Acetaldehyd vertragen kénnen. Die Kolben, 
in denen sich Wiirze als N&ahrboden befand, wurden in der 
liblichen Weise mit der Hefe besat, !/100, 1/200, 4/400, 1/300 und 
'‘l1000 Molekiil Acetaldehyd hinzugegeben und 5 Tage in einen 
Thermostaten von 17° eingestellt und nach dieser Zeit die Ent- 
wicklung beobachtet; bei Saccharomyces Pastorianus III und 
ellipsoideus I wurde auch noch das Erntegewicht bestimmt. 


') Ber., Bd. 42 (1910), S. 1782. 

















Se ce ere 





Beitriige zur Biochemie der Mikroorganismen. V. 175 


Die Hefe wurde auf dem Goochtiegel abgesaugt, mit Wasser 
nachgewaschen und so lange in den Vakuumexsikkator gestellt, 
bis Gewichtskonstanz eingetreten war. Die erhaltenen Resultate 
sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle Nr. 60. 


Hefeentwicklung in bierwiirze bei Zugabe von Acetaldehyd. 
Nach 5 Tagen bei 17°. 











‘loo g M.| /e00 g M.! '/aoog M. | '/s00 g M.! "/ooo g M. 





Sacch. | keine , keine starke _ s. starke s. starke 
ellipsoideus I) Ernte- Entwickl. Entwickl. Entwickl. Entwickl. Entwickl. 
‘gewicht — | — | 0,2005 0.2624 0,2402 
Sacch. keine keine | keine | starke — starke 
Pastorian. III) Ernte- Entwickl. Entwickl. Entwickl. Entwickl. Entwickl. 
}gewicht} — | — | — _— | 0.2348 | 0.2348 
Torula keine | keine | starke starke — starke 
pulcherrima | ppnte. Entwickl. Entwickl., Entwickl. Entwickl. Entwickl. 
- gewicht nicht bestimmt 
Sacch. | keine | keine ss. schwache| starke _ starke 
cerevisiae | Banto.. Entwickl. Entwickl.! Entwickl. Entwickl. Entwickl. 
| gewicht | nicht bestimmt 


Konzentrationen von 1/200 Molekiil Acetaldehyd wirken 
auf alle Arten wachstumhindernd ein, bei Saccharomyces Pa- 
storianus III auch noch !/400 Molekiil. Wenn nun Acetaldehyd 
tatsichlich als Zwischenprodukt bei der Zuckerspaltung auftritt, 
so darf er sich jedenfalls nicht anhéufen, um nicht entwick- 
lungshemmend zu wirken. Wie spatere Uberlegungen zeigen 
sollen, ist es tiberhaupt nicht wahrscheinlich, daf Acetaldehyd 
als solcher bei der Zuckerspaltung auftritt, sondern in Form 
von Derivaten, die keine schédlichen Wirkungen mehr aus- 
zuuben brauchen. Die Vergirungsversuche mit Acetaldehyd 
und Acetaldehydderivaten sollen spater wieder aufgenommen 
werden. 

12* 


os 
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Wenn nun auch der Nachweis, daf Ameisensiure durch 
Hefe vergoren wird, eine starke Stiitze fiir die Wohl-Schade- 
sche Spaltungstheorie ist, so lassen doch neuerliche Unter- 
suchungen von Buchner und Meisenheimer!) wieder Zweife| 
an dieser Hypothese aufkommen. Buchner und Meisen- 
heimer untersuchten die verschiedenen Zwischenprodukte. 
welche das Wohl-Schadesche Spaltungsschema voraussehen 
lift, auf ihre Fiihigkeit, durch Hefe vergoren zu werden und 
untersuchten auch, ob diese Zwischenkorper sich eventuell in 
giirenden Fliissigkeiten nachweisen lassen. Sie fanden, dat 
Milchsiiure weder von Hefen vergoren wird, noch in garenden 
Fliissigkeiten vorkommt. Dasselbe fanden sie vom Methyl- 
glyoxal; dagegen wird Glycerinaldehyd in erheblichem Malye 
von Prefsaft vergoren, jedoch absolut nicht vollstandig; Dioxy- 
aceton dagegen, welches das Wohl-Schadesche Schema nicht 
vorsieht, wird von Hefe mit annéhernd derselben Intensitiit 
angegriffen wie Traubenzucker. P. Boysen-Jensen?) will ja 
auch das Dioxyaceton als Produkt der alkoholischen Girung 
aufgefunden haben: jedoch bedarf diese Angabe noch der Nach- 
prifung. Buchner und Meisenheimer glauben deshalb, dal 
das Dioxyaceton als Zwischenprodukt der alkoholischen Girung 
aufzufassen ist: tber den weiteren Zerfall dieses Korpers in 
Alkohol und Kohlendioxyd sprechen sie sich aber nicht aus. 

Kann man sich nun mit der Annahme von Dioxyaceton 
als Zwischenprodukt eine plausible strukturchemische Vor- 
stellung von der weiteren Bildung des Alkohols und des Kohlen- 
dioxyds machen? 

Man kann sich vorstellen, daf das Dioxyaceton zuniachs! 
unter Wasserabspaltung in seine Glykolform itibergeht, dal 
diese dann ein Molekiil Wasser abspaltet unter Bildung eines 
dreiwertigen ungesittigten Alkohols; unter nochmaliger Ab- 
spaltung von Wasser entsteht ein zweiwertiger Alkohol mit 2 
doppelten Bindungen, und dieser lagert sich in den Malon- 


siiuredialdehyd um. 


') Ber., Bd. 43 (1910), S. 1773. 
?) Ber. d. Deutsch. botan. Ges., Bd. 26a (1908), 5. 666. 
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CH, — C — CH, cH, — € — Chi CH, — C = CH 
| | > | eu | ——e | | | ? 
oH O. OH OH OH OH OH OH OH OH 
CH, = C=C OW 0 
| | > 3 — Cw CY 
OH OH H” ~ Seg 


Von diesem Malonsauredialdehyd, der noch nicht bekannt 
ist, konnte man sich unter Umstinden vorstellen, daf er, ebenso 
wie die Malonséure, unter Abspaltung von Kohlensiiure in Essig- 
siure iibergeht, unter Abspaltung von Ameisensiure Acet- 
aldehyd_bildet. 


) O O 
X~ 4 xX 
;c —CH, —CZ -+H,O = SC—CH, + HCOOH. 
H/ No 7 oH 


Diese beiden Korper wiirden dann nach Schade unter 
Bildung von Athylalkohol und Kohlendioxyd miteinander rea- 
cieren. Dieses Schema steht nicht im Widerspruch mit der 
von uns gefundenen Vergirung der Ameisensiure durch Hefe, 
wohl aber mit dem von Buchner beobachteten Auftreten von 
u-Milchséure bei der Prefisaftgirung. Aus keinem der ange- 
nommenen Zwischenprodukte laft sich die Bildung von a-Milch- 
siiure erklaren. 

Anstatt in symmetrischer Weise laft sich die Wasser- 
abspaltung aus der Glykolform des Dioxyacetons auch noch 
in unsymmetrischer Weise annehmen. Hierbei wirde zunichst 
ein zweiwertiger Alkohol mit einer dreifachen Bindung ent- 
stehen, welcher leicht in den B-Oxyakrylaldehyd tibergehen 
mubte. 


O 
CH, — O — CH, CH, —-C=C CH, — CH = cl 
i a | | >| H 
OH OH OH OH OH OH OH 


Dieser B-Oxyakrylaldehyd kénnte durch Anlagerung von 
Wasser in £-Milchsiure tibergehen, welche dann unter Ab- 
spaltung von Kohlendioxyd Alkohol bildet. 
O 

CH, — CH = cZ CH, —CH, — COOH 
‘H - | 

OH OH 

Diese Annahme steht aber damit in Widerspruch, daf 
bei der alkoholischen Girung niemals B-Milchsiiure aufgefunden 


—-}> CH,— CH, —OH-+-CO,,. 
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worden ist; auch fiir die Ameisenséure ist in diesem Schema 
kein Platz. Die Bildung von a-Milchséiure k6nnte man sich 
allerdings vorstellen, wenn man annimmt, dai der B-Oxyakryl- 
aldehyd noch einmal Wasser abspaltet, einen Aldehyd mit 
zwei doppelten Bindungen bildet, dafi sich wieder Wasser an- 
lagert, wobei a-Oxyakrylaldehyd entsteht, und daf dieser unter 
Anlagerung von Wasser in a-Milchsiéure tibergeht. 


8) f) O 
4 VA 2 
(; —— ry ‘ 4 — — A a = s> ri 
H, — CH = CO » CH,=C=CQ __, CH, -C=CO . 
H H | H 
OH OH 


CH, — CH — COOH. 
in 

Diese Vorstellungen sind also alle recht unbefriedigend : 
viel annehmbarer ist vom strukturchemischen Standpunkt aus 
das Wohl-Schadesche Spaltungsschema, welches ja auch 
schon im Laboratoriumsversuch, ohne Zuhilfenahme von Mikro- 
organismen, durchgefiihrt worden ist. Es miissen deshalb die 
Buchner-Meisenheimerschen Befunde, an denen gewif nicht 
zu zweifeln ist, mit diesem Spaltungsschema in Ubereinstim- 
mung gebracht werden, was eventuell durch folgende Uber- 
legung geschehen kann. 

Betrachtet man einen auch durch Fermente zu bewir- 
kenden Vorgang, z. B. die Verseifung eines Esters, so abt sich 
dieser Vorgang, wenn die Verseifung durch Natronlauge aus- 
gefiihrt wird, am besten in folgender Weise vorstellen. Es 
findet zuniéichst eine Anlagerung von Natronlauge an den Ester 
statt; die doppelte Bindung zwischen Kohlenstoff und Sauerstoff 
wird aufgerichtet und es bildet sich das Natriumsalz eines 
Orthosiureesters 


ae +. 0H = R—~ COR 
ae 


Dieses Salz zerfiallt nun unter Wasseraufnahme in Natron- 
lauge und den sauren Orthoester selbst, welcher dann unter 
Abspaltung von Athylalkohol in die freie Siiure tibergeht. 
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O — Na Jou 
hi ¢—On > R—C—OH +. NaQH —> 
“SO OE, GO 


OH 
R —c¢ + C,H, —OH. 


Bei der Verseifung durch Natron hoért der Prozef nun 
auf, sobald es durch die freiwerdende Siéure verbraucht ist. 
Anders liegt die Sache bei der Anwendung von Séuren als 
verseifenden Mitteln; hier kann man mit einer verhiiltnismiébig 
geringen Menge Saure eine grofbe Menge Ester spalten, weshalb 
dieser Vorgang mit der fermentativen Verseifung eine grébere 
Ahnlichkeit besitzt. Hier erfolgt, wenn man Salzsiiure als ver- 
seifendes Mittel anwendet, zunichst die Bildung des Chlorides, 
des Orthosaureesters, dieser zerfillt in Salzsiure und den 
Orthosdureester, welcher dann unter Abspaltung von Alkohol 
in die Siéiure tibergeht. Auch die Esterbildung unter dem Ein- 


‘i O—Cl 
W 
R — Ce + HCl —~+> R — C—OH > 
im Nags No — C,H, 
OH OH 
~ 8 | HCl — on 6 
R H + HCl —> R Ne 
O — C,H 


flu} von Séure kann man sich in ganz analoger Weise vor- 
stellen; ob die Reaktion nun in der einen oder anderen Richtung 
verliuft, hangt von der Menge der reagierenden Substanzen 
ab. Das Wesentliche bei dieser Auffassung der Verseifung ist 
also die Anlagerung des verseifenden Mittels, die Spaltung 
erfolgt dann spontan. 

Ahnlich hat man sich die Esterspaltung durch lipolytische 
Fermente vorzustellen. Die Fermente sind jedenfalls zum gréften 
Teil EiweiBk6rper oder eiweifbiihnliche Korper: als reaktive 
Gruppen kommen entweder die Amidogruppen oder die Carboxyl- 
gruppen in Betracht. Wenn man die Amidogruppe des lipo- 
lytischen Fermentes als reagierend bei der Verseifung ansieht, 
so wiirde man sich den Vorgang ungefihr in folgender Weise 
vorzustellen haben. Die Amidogruppe lagert sich an die Ester- 
gruppe an, unter Bildung eines Amids des Orthosiiureesters : 
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dann erfolgt Zerfall in Ferment und Orthosiureester selbst, und 
letzterer bildet unter Abspaltung von Alkohol die freie Siure. 


0 NH —R 
R— CZ + NH, — R —> R — C—OH ae 
‘O — C,H, Ferment A ee C,H, 
/ OH pou 
R — C-—-OH -+ NH, —R-~R-—Co -+ C,H, — OH. 
Ne , Ferment ‘O 
QO — C,H, 


Ahnlich ist der Vorgang, wenn man sich die Carboxyl- 
gruppe als reagierende Gruppe vorstellt. Es findet zunéchst 
wieder Anlagerung des Fermentes statt, wobei die Siuregruppe 
des Fermentes reagiert, unter Bildung eines Siéurederivates 
des Orthosiureesters: dieser spaltet dann wieder das Ferment 
ab unter Bildung des Orthosiiureesters, welcher unter Ab- 
spaltung von Alkohol die Séure bildet. 


OW 
R — C7 { JE —-R > R— C—OH > 
SO — C,H, OH \o CH 
Ferment ~ 
OH O- you 
R C—OH -- Je — RR —> R— CO + C,H, — OH. 
‘oc ‘SO 
or ies! « 


Dal solche angenommenen Saurederivate tiberhaupt exi- 
stenzfahig sind, geht aus dem Vorkommen von Acetylderivaten 
der Essigsiiure hervor.') 

Auch andere Fermentreaktionen, z. B. Spaltung von Poly- 
peptiden, von Glukosiden und von Polysaecchariden, bei denen 
es sich ja jedenfalls um die Lésung einer Sauerstoff-Kohlen- 
stoffbindung handelt, kann man sich in ahnlicher Weise vor- 
stellen. 

Bei dieser Auffassung der Fermentreaktionen ist 
also die Anlagerung des spaltenden Mittels die Haupt- 
sache, die Spaltung selbst erfolgt dann spontan. 

Auch die Wirkung der eigentlichen Girungsenzyme, die 


'!) Hartwig Franzen, «Uber einige Doppelverbindungen von Ace- 
taten mit Essigsdureanhydrid»>. Ber., Bd. 41 (1908), S. 3641. 


Rind > Scale eae 





























Beitrige zur Biochemie der Mikroorganismen. Y. 181 


ja schlieBlich die Losung einer Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung 
herbeifiihren, kann ganz analog verlaufen. Man hat zunachst 
wieder die Anlagerung des Enzyms an die zu spaltende Substanz 
anzunehmen, wobei auch wohl hier wieder die Kohlenstoff- 
Sauerstoff-Doppelbindung der Punkt ist, an welchem der Angriff 
erfolgt. Wie die Reaktionen aber nun hier im einzelnen auf- 
einander folgen, soll nicht naher erdrtert werden, es ist aber 
anzunehmen, dai hier nicht ein Ferment, sondern verschiedene 
Fermente, die mit Ferment 1, 2 und 3 bezeichnet werden sollen, 
in Reaktion treten, bis schlieBlich die simtlichen OH-Gruppen 
durch Fermentmolekiile ersetzt oder mit ihnen belastet sind. 
Belastet mit diesen Fermentmolekiilen werden die Ubergiinge 
der nach dem Wohl-Schadeschen Schema vorauszusehenden 
Kérper ineinander viel leichter erfolgen. Daf eine derartige 
Annahme zuliassig ist, geht daraus hervor, daf die mit zwei 
Acetylgruppen belastete Weinséure sich, nach den Unter- 
suchungen von Wohlund Oesterlin!) schon bei ganz niedriger 
Temperatur in Oxalessigsiiure tberfiihren lift, ein Vorgang, 
welcher der Entstehung der einzelnen Zwischenprodukte bei 
der alkoholischen Giirung vollkommen analog ist. 

Da nach den Untersuchungen von Buchner und Meisen- 
heimer Dioxyaceton in annihernd ebenso kriiftiger Weise von 
Hefe angegriffen wird wie Glukose, wiéhrend Glycerinaldehyd 
viel schwerer vergoren wird, so muf in dem W ohl-Schadeschen 
Schema vor den Glycerinaldehyd noch das Dioxyaceton ein- 
geschoben werden. — Wie die Uberfiihrung der Glukose in das 
Dioxyaceton erfolgt, soll hier nicht niher erértert werden. — 
Zunichst lagert sich an das Dioxyaceton ein Molekiil Ferment 1 
an. Belastet mit dem Ferment erfolgt zuniichst der Ubergang 
des Dioxyacetons in Glycerinaldehyd. Hierbei wird aber nicht 
das Ferment sofort wieder abgespalten und freier Glycerin- 
aldehyd gebildet, sondern es entsteht ein Glycerinaldehydderivat 
des Fermentes 1. Zur Verwandlung des Glycerinaldehydes in 
Methylglyoxal ist ein Ferment 2 vorhanden: es lagert sich an 
das Ferment 1-Derivat des Glycerinaldehydes an, es erfolgt 


') Ber., Bd. 34 (1901), S. 1139. 
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Umlagerung und Bildung eines Methylglyoxalderivates von Fer- 
ment 1 und 2. Dann lagert sich ein Ferment 3 an und es 
erfolgt Umlagerung in ein Milchséurederivat von Ferment 1, 
2 und 3. Ist die Reaktion so weit gediehen, tritt Spaltung 
ein, aber auch nicht in freien Acetaldehyd und freie Ameisen- 
siiure, sondern in Fermentderivate dieser Kérper, welche dann 
weiter miteinander reagieren, bis schlieBlich wieder die freien 
l‘ermente, Alkohol und Kohlendioxyd auftreten. Die Reaktionen 
k6nnen natiirlich auch etwas anders erfolgen, z.B. auch nur 
mit einem Ferment, aber prinzipiell werden die Reaktionen 
wohl in der eben geschilderten Weise verlaufen. 

Nun wirken die Fermente spezifisch, d. h. ein bestimmtes 
ferment vermag nur einen bestimmten Korper oder eine be- 
stimmte Konfiguration, auf die es eingestellt ist, anzugreifen. 
Es aft sich nun sehr wohl vorstellen, dai das Ferment 2, welches 
den Ubergang von Glycerinaldehyd in Methylgyoxal besorst, 
garnicht oder nur schwierig auf freien Glycerinaldehyd ein- 
wirkt, sondern dafi diese Einwirkung nur auf das Ferment-1- 
Derivat des Glycerinaldehydes leicht erfolgen kann. Eine 
Kinwirkung von Ferment 3, welches den Ubergang in Milch- 
siiure veranlabt, auf freies Methylglyoxal tritt tiberhaupt nicht 
mehr ein: die Umlagerung kann nur mit dem Ferment-1-2- 
Derivat des Methylglyoxals erfolgen; ebenso wird freie Milch- 
siiure nicht mehr angegriffen, sondern nur das Fermentderivat 
usw. Kurz an die freien Kérper kann keine Anlagerung der- 
jenigen Fermente, die den Korper aus ihren Vorstufen gebildet 
haben, mehr erfolgen, und es tritt deshalb auch keine weitere 
Umlagerung mehr ein. Aus diesem Grunde haben die Buchner 
und Meisenheimerschen Untersuchungen negative Resultate 
ergeben. 

Aussicht darauf, auch die angenommenen Zwischenprodukte 
eventuell zur Vergiirung zu bringen, ware dann vorhanden, wenn 
man Derivate dieser Kérper, speziell Aminosiéurederivate, der 
Kinwirkung von Hefe oder Prefsaft aussetzt; diesbeziigliche 
Versuche sollen angestellt werden. 
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Erwiderung auf die Bemerkungen von Adolf Oswald. ') 
Von 
Emil Abderhalden. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Februar 1912). 


Oswald schrieb im Jahre 1909:*) Der Schmelzpunkt des gereinigten 
schneeweifen Priparates (3,5-Dijodtyrosin) liegt bei 204° C. unkorrigiert. 
Wheeler und Jamieson geben 196—205° an, Abderhalden und 
Guggenheim 213°. In einer Anmerkung hierzu heift es: Ob der von 
diesen Autoren gefundene héhere Schmelzpunkt daher riihrt, daf ihr 
Priparat mit unverandertem Tyrosin vermengt war, vermag ich nicht zu 
sagen. Ein nach ihrer Vorschrift dargestelltes Praparat gab mir wenigstens 
Millonsche Reaktion. 

Es ist klar, dafs diese Bemerkung mir nicht gleichgiillig sein konnte. 
Besonders der letzte Satz macht es sehr wahrscheinlich, daf§ man mit 
der von uns verwandten Methode tyrosinhaltiges Dijodtyrosin erhalten 
muf. Das ist nun keineswegs der Fall. Wir haben niemals Tyrosin in 
unseren gereinigten Praparaten nachweisen kénnen. Mil unseren Dijod- 
(yrosinpraparaten haben Guggenheim und ich mehrere Polypeptide dar- 
gestellt. Sollten wir nun wirklich eine derartige Arbeit mit unreinem 
Ausgangsmaterial begonnen haben? Ich glaube, dafs zu einer derartigen 
Verdichtigung kein Grund vorlag. Oswald leitet seine Vermutung einzig 
aus dem Umstande her, dafs wir einen héheren Zersetzungspunkt 
fanden, als er! 

Ich schrieb eine Richtigstellung, die genau, wie Oswald selbst 
zugibl, die Punkte enthielt, die in der jiingst gemeinsam mit Hirsch. 
verOffentlichten Arbeit aufgefiihrt sind. Diese Erwiderung iibersandte 
ich Herrn Oswald zur Einsicht. Darauf bezieht sich die Bemerkung 
in der Arbeit von Hirsch und mir. Ich war allerdings der Meinung, 
daf’ ich aufkerdem auch brieflich meine Auffassung der ganzen An- 
velegenheit dargelegt habe. Sachlich kommt es sicher auf das gleiche 
heraus, ob ich eine gedruckte Erwiderung mit all den angefiihrien Punkten 
vorlege und um Kenntnisnahme und eventuelle Auferung bitte, oder ob ich 
die Bedenken dem Autor schriftlich zusende. Herr Oswald schrieb auf 
meine Darlegung eine Erwiderung, in der er betonte, dafs eine Bei- 
mengung eines Fremdkoérpers den Schmelzpunkt wohl erhdhen kénne, Diese 
Bemerkung hitte nun meinerseits wieder eine Erwiderung zur Folge haben 
miissen, in der ich Herrn Oswald gebeten haben wiirde, mir konkrete 
Beispiele zu nennen. Schlieflich ware somit Herr Oswald auf seinem 
Standpunkt geblieben, und ich hatte wieder bitten miissen, doch den 


') Adolf Oswald, Berichtigung, Diese Zeitschrift, Bd.76, 8.499, 1912. 
*) Adolf Oswald, Einiges tiber 3-5-Dijodtyrosin und seine Dar- 
stellung, Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 323, 1909. 
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Streitfall durch eine einfache Kontrolle aus der Welt zu schaffen. Um 
einer derartigen unerquicklichen Polemik aus dem Wege zu gehen, zog 
ich meine Erwiderung zuriick in der eigentlich ganz selbstverstandlichen 
Annahme, daf Herr Oswald nun nach Kenntnisnahme von deren Inhalt 
seine Behauptung experimentell priifen wiirde. Da jedoch Herr Oswald 
im Laufe von 2'/: Jahren hierzu keine Veranlassung nahm, sah ich mich 
gendtigt, die damals schon Herrn Oswald mitgeteilten und ihm in 
allen Teilen bekannten Punkte aufzufiihren, die gegen die Annahme 
sprechen, dafs’ der von uns gefundene héhere Zersetzungspunkt fiir eine 
Verunreinigung des von uns angewandten Dijodtyrosins spricht. Diese 
Feststellung war notwendig, weil in den von Hirsch, Guggenheim und 
mir ausgefiihrten Untersuchungen 3,5-Dijodtyrosin verwendet worden ist. 

Ich iiberlasse es den Fachgenossen, zu beurteilen, ob eine Ver- 
anlassung zu einem Protest von seiten des Herrn Oswald vorlag, nach- 
dem festgestellt ist, daf§ Herrn Oswald die auf Seite 45 der von Hirsch 
und mir ver6ffentlichten Arbeit ') mitgeteilten Bemerkungen und Vor- 
schlage bereits im Jahre 1909 von mir iibermittelt wurden. Ein I[rrtum 
meinerseits scheint nur insofern vorzuliegen, als ich von einer brieflichen 
Mitteilung spreche, waihrend Herr Oswald die Mitteilung nur gedruckt 
als Korrekturabzug erhielt. Meinen Vorwurf, dafi Herr Oswald die Ver- 
mutung, die von mir und Guggenheim verwendeten Dijodtyrosinpraparaic 
seien mit Tyrosin vermischt gewesen, auf Grund der sehr unwahrschein- 
lichen Annahme, daf\ verunreinigte Kérper héher schmelzen als die 
reinen, erhoben und trotz leichter Nachpriifung seine Vermutung nicht 
veprift hat, halte ich aufrecht. Ebenso beharre ich bei der Auffassung, 
dafs derjenige, der einen so schweren Vorwurf erhebt, die Pflicht hat, 
ihn experimentell zu priifen, besonders, wenn es so leicht ist, festzu- 
stellen, ob eine bestimmte Beimengung den Schmelzpunkt eines Praparates 
erhéht und nicht vielmehr erniedrigt. Endlich sei bemerkt, dafs Herr 
Oswald mir keine anderen Argumente entgegenzuhalten wufte, als daf 
es theoretisch wohl méglich sei, daf§ eine Verunreinigung den Schmelz- 
punkt erhdhe. Ich erklirte die Angelegenheit als fiir mich erledigt, weil 
es mir als zwecklos erschien, tiber die Mdéglichkeit einer Schmelz- 
punktserhéhung durch Verunreinigungen ohne jedes Experiment zu 
diskutieren. Es lag, das méchte ich ausdriicklich betonen, fiir Herrn 
(swald keine Veranlassung vor, «Stillschweigen» zu tiben, es war viel- 
mehr die Pflicht des Herrn Oswald, so rasch als méglich seine Ansicht 
experimentell zu priifen und seinen Irrtum an der gleichen Stelle richtig 
zu stellen, an der er ihn mitgeteilt hatte! 


'‘) Emil Abderhalden und Paul Hirsch, Darstellung von Jod- 
fettsiureverbindungen. Verhalten einiger derselben im tierischen Orga- 
nismus. Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 48, 1911. 








Einwirkung von Natriumalkoholat auf Pyrrolderivate. 
I. Mitteilung. 


Von 
Hans Fischer und E. Bartholomiius. 


(Aus der II. medizinischen Klinik in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Februar 1912.) 


L. Knorr und K. Hess teilten vor einiger Zeit in den 
berichten der Deutschen Chem. Gesellsch. (Bd. 44, 5. 2758) 
eine Synthese des 2-4-Dimethyl-3-athylpyrrols mit. 

Als Ausgangsmaterial diente ihnen das 2-4-Dimethyl-3- 
acetylpyrrol, 

CH, -C-——C- CO- CH, 


lo. 
HC C-CH, 


he 
NH 


das ja das gleiche Kohlenstoffskelett besitzt, wie das Hiimo- 
pyrrol, das nach den Arbeiten Pilotys folgende Formel be- 
sitzen sollte: 


| 
HG C-CH, 
\Z 
NH 


Die Reduktion der Ketogruppe der Seitenkette des Acetyl- 
pyrrols gelang Knorr und Hess glatt, indem sie das erwahnte 
Pyrrol in das Hydrazon 





Nc: ¢—¢—— 6. 
a || | 
HC ©.CH, N—NH, 
“oe 
NH 


verwandelten. Diesen Korper reduzierten sie mit Natriumathylat 
zum Kohlenwasserstoff und stellten fest, daB dieser nicht iden- 
tisch ist mit Hamopyrrol. 

Die Hauptdifferenz zwischen dem von Knorr und Hess 
erhaltenen synthetischen Produkt und dem Hamopyrrol be- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVII. 13 
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stand in einer Schmelzpunktdifferenz der Pikrate von 23° 
zugunsten des synthetischen Praparates. 

Da wir nun abweichende Beobachtungen tiber den Schmelz- 
punkt des Hiamopyrrolpikrats gemacht hatten, so arbeiteten 
wir die Synthese nach,!) um uns durch direkten Vergleich der 
fraglichen Korper von der Verschiedenheit oder Identitét zu 
liberzeugen. 

Unter den von Knorr und Hess mitgeteilten Bedingungen 
konnten wir jedoch das Hydrazon des 2-4-Dimethyl-3-acety|- 
pyrrols nicht fassen, vielmehr erhielten wir das Ketazin 


CH, -C—-C———-C—CH, CH,-C———-C—C.- CH, 
| = il | | 
ce Cae, tw... §-C 
Le JS 
NH NH 


Durch Reduktion dieses K6rpers bei 160°, wie die Knorr- 
sche Vorschrift fiir das Hydrazon lautet, erhielten wir nur 
ganz geringe Mengen eines Oles, wir steigerten daher die 
Temperatur bis auf 220° und erhielten nun in guter Ausbeute 
ein Ol, das den Angaben von Knorr und Hess entsprechend 
liberging. 

Die Eigenschaften des von uns erhaltenen Oles wichen 
jedoch stark ab von den scharfen Angaben Knorrs. 

Wir erhielten mit Pikrinséure kein Pikrat, bei der Oxy- 
dation mit salpetriger Siéiure nicht das Oxim des Methylathyl- 
maleinimids und bei der Behandlung mit Bleisuperoxyd kein 
Methyliathylmaleinimid. Die letzten beiden Resultate haben wir 
in unserer friiheren Mitteilung nicht angefiihrt, weil wir es 
nicht fiir ausgeschlossen erachteten, daf wir nicht die richtigen 
Bedingungen getroffen hatten (die Angaben von Knorr und 
Hess sind tiberall sehr kurz gehalten). 

Waren die drei angefiihrten Differenzen mit den Angaben 
von Knorr naturgemiéif wegen des negativen Ergebnisses nur 
wenig beweisend, so waren wir in der Lage, unser Ol sehr 
scharf zu charakterisieren durch einen prachtvoll krystallisieren- 
den Azofarbstoff mit Diazobenzolsulfosdéure. 


‘) Hans Fischer und E. Bartholomaus, Ber. d. Deutschen 
chem. Ges., Bd. 44, S. 3313. 
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Knorr und Hess haben ihr Ol nicht auf das Verhalten 
gegen Diazobenzolsulfosiure gepriift, und deshalb konnten wir 
mit unserem positiven Ergebnis fiir die Entscheidung der Frage, 
ob wir den gleichen Korper wie Knorr und Hess erhalten 
hatten oder nicht, nicht weiter kommen, und wir verdffent- 
lichten daher unsere Beobachtungen, um Herrn Knorr zu ver- 
anlassen, die Bedingungen fiir die Entstehung des Hydrazons 
zu publizieren, um von diesem aus zu dem Knorrschen Produkt 
zu kommen. 

Die Frage hatte fir uns noch aus einem anderen Grunde 
ein besonderes Interesse gewonnen. Piloty gibt fiir sein Phono- 
pyrrol ebenfalls an, daB es kein Pikrat gibt und mit salpe- 
triger Siure nicht das Oxim des Methylithylmaleinimids, EKigen- 
schaften, die mit denen unseres Oles iibereinstimmten. 

Ein krystallisiertes Derivat hat Piloty aus Phonopyrro! 
nicht bekommen, wir erhielten aus letzterem mit Diazobenzol- 
sulfosiure einen prachtvoll krystallisierenden Azofarbstoff, der 
in all seinen Eigenschaften mit dem Farbstoff aus unserem 
Ol iibereinstimmt. 

Nach Piloty kommt dem Phonopyrrol folgende Kon- 
stitution zu: 

Ch ¢—6- am 
CH, - : (in 
‘se 
NH 

Es existierten also 4 bezw. 5 Dimethy!|-iithyl-pyrrole 
(Hamo- und Isohimopyrrol Willstétters und Asahinas, 
Knorr und Hess’ 2,4-Dimethyl-3-athyl-pyrrol, Phono- 
pyrrol Pilotys und unser Ol). Bei den vier ersten war kaum 
zu zweifeln, dafi sie eine CH,- und eine C,H,-Gruppe in B-Stellung 
hatten, trotzdem aber nach ihren Eigenschaften verschieden 
sein muBten. 

Inzwischen haben wir nun an einer Reihe substituierter 
Pyrrole Erfahrungen gesammelt und die Beobachtung gemacht, 
dai trialkylierte a-Azofarbstoffe (wir sprechen nur von Farb- 
Stoifen mit Diazobenzolsulfoséure) mit Saéuren nicht um- 
schlagen, wahrend 8-Azofarbstoffe bei gleicher Verdiinnung 

13* 
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nach Rot umschlagen (auf weitere Unterschiede gehen wir in 
einer spaiteren Abhandlung ein). 

Nach diesen Reaktionen muften wir nun den von uns 
erhaltenen Farbstoff, ebenso wie den Phonopyrrolfarbstoff!) 
als B-Farbstoff ansprechen, mithin mubten diese beiden letzteren 
Pyrrole eine andere Konstitution besitzen. 

Wir unterzogen daher unser Reduktionsverfahren nochmals 
einer Bearbeitung. 

Bei dieser Gelegenheit haben wir auch die Erfahrung 
gemacht, daf} die Pikratbildung der Pyrrole haufig nur dann 
ergiebig eintritt, wenn man direkt in die feuchtétherische L6- 
sung Pikrinsiiure in Substanz eintrigt. Diese lést sich sehr 
schnell auf und beim Abkihlen in Eis krystallisiert das Pikrat 
des betreffenden Pyrrols in guter Ausbeute aus. 

Dieses Verfahren wandten wir nun auf das neuerdings 
von uns dargestellte Ol aus dem Ketazin des 2,4-Dimethyl-3- 
acetylpyrrols an und erhielten so in guter Ausbeute ein schén 
krystallisierendes Pikrat, das sich leicht aus Alkohol umkrystal- 
lisieren lief, wenn auch unter bedeutenden Verlusten. Das durch 
Zersetzung des Pikrates gewonnene Pyrrol reagiert nicht mit 
Dimethylamidobenzaldehyd und nicht mit Diazobenzolsulfo- 
siiure. Es muf also ein tetrasubstituiertes Pyrrol vor- 
liegen und zwar nach der Analyse des Pikrats ein Dimethy!- 
diathylpyrrol, folglich konnte das von uns neu isolierte Produkt 
nicht identisch sein mit dem von uns erhaltenen Pyrrol, das 
den Farbstoff mit Diazobenzolsulfoséure gab, der nach der 
Analyse ein Dimethylithylpyrrolazofarbstoff sein mubBte. 

Da jedoch der von uns erhaltene Farbstoff aller Wahr- 
scheinlichkeit nach ein B-Azofarbstoff war, so vermuteten wir, 
daB ihm ein Pyrrol folgender Konstitution: 

CH, - C—CH 
CH, (CH, 


a 
NH 


'‘) Die Analysen des von uns erhaltenen Phonopyrrolazofarbstoffs 
lassen keine sichere Entscheidung zu, ob Phonopyrrol Trimethylpyrro! 
oder Dimethylithylpyrrol ist. Feststeht, daf Phonopyrrol nicht eine 
a-Stellung frei hat (Piloty), sondern eine B-Stellung. 














Einwirkung von Natriumalkoholat auf Pyrrolderivate. I. 189 


zugrunde lag, weil es uns nicht ausgeschlossen schien, dab 
bei der hohen Temperatur der ganze Ketazinrest abgesprengt 
wiirde, nachdem vielleicht zuerst in a-Stellung Athylierung ein- 
getreten ist. 

Um diesen Gedanken experimentell zu priifen, synthe- 
tisierten wir das erwaéhnte Pyrrol aus Isonitrosomethylpropyl- 
keton und Acetessigester, entsprechend der Knorrschen Pyrrol- 
synthese :!) 

H,C - CO H,C-COH  HC-COOC,H, 
ae ee 
H,C,-C=NOH H,C,-C-NHH HOC-CH, 

Als wir die duberst glatt verlaufende Synthese bewerk- 
stelligt hatten, entdeckten wir, dai diese schon von Knorr 
und Hess?) ausgefihrt worden ist, uns aber entgangen war, 
weil diese Autoren das entstandene Pyrrol irrtiimlicherweise 
als 2,5-Dimethyl-3-athylpyrrol bezeichnet hatten. 

Dieses Pyrrol zeigt nun ein unserem Pyrrol durchaus 
entsprechendes Verhalten, es gibt kein Pikrat und ist cha- 
rakterisiert durch seinen schén krystallisierenden Azofarbstoff, 
der in allen Reaktionen mit unserem Farbstoff tibereinstimmt. 

Wares hiermit in hohem Mabe wahrscheinlich, daB unserem 
Ol die Konstitution eines 2,4-Dimethyl-5-iithylpyrrols zukam, 
so war der Beweis vollkommen, wenn es gelang, in das syn- 
thetische 2,4-Dimethyl-5-iathylpyrrol eine weitere Athylgruppe 
einzufiihren. Das erhaltene Pyrrolderivat mufite dann identisch 
sein mit dem von uns erhaltenen zweiten Kérper bei der Re- 
duktion des Ketazins des 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrols. Dies 
gelang in der Tat durch Einwirkung von Natriumiithylat bei 
220° auf das 2,4-Dimethyl-5-athylpyrrol. 

Demnach hat das von uns erhaltene Dimethyldiathylpyrro! 
folgende Konstitution : 


') Ann., Bd. 236, S. 317 (1886). 
*) Ber., Bd. 44, S. 2759 (1911). 
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und das von uns erhaltene trialkylierte Pyrrol (aus dem Ketazin): 
a t—o 


|| 
CH,-C CCH, 

id 

NH 


Die Bedeutung dieser neuen Synthese substituierter Pyrrole 
liegt anf der Hand; denn es gelingt mit Hilfe dieser Methode, 
nicht nur Athyl-, sondern ebensogut Methylgruppen in den 
Pyrrolkern an den Kohlenstoff einzufiihren. Wir haben die 
Reaktion an einer Reihe substituierter Pyrrole gepriift und 
werden iiber die weiteren Ergebnisse demniachst berichten. 

Wie die Reaktion zustande kommt, kénnen wir heute 
noch nicht sagen. Es ist méglich, da erst Substitution am 
Stickstoff stattfindet und dann Wanderung an den Kohlenstoff, 
ein Verhalten, das ganz der von A. W. Hofmann und Martius 
entdekten Wanderung der Alkylgruppen in der Benzolreihe 
analog wire. 

Diese Umlagerung, wie sie von Hofmann und Martius 
bei den alkylierten Anilinen entdeckt wurde, ist dann auch bei 
verschiedenen zyklischen Basen beobachtet worden. 

Ciamician und Anderlini erhielten so durch Erhitzen 
von n-Methylpyrrol mit Jodmethyl auf 120° héher methylierte 
Pyrrole. 

Ob auch bei uns zuerst Athylierung bezw. Methylierung 
am Stickstoff stattfindet, wollen wir noch einer genauen Unter- 
suchung unterziehen. 

Interessant ist auch hier das verschiedene Verhalten der 
a- und B-Stellung der Pyrrole. Wahrend es leicht gelingt, in 
a-Stellung Methyl- und Athylgruppen einzufiihren, leistet die 
B-Stellung erheblichen Widerstand. 

Wir haben 2,4-Dimethylpyrrol mit Natriumathylat auf 220° 
erhitzt und in nahezu quantitativer Ausbeute 2,4-Dimethyl-5- 
iithylpyrrol gewonnen. 


s, -¢—ae CH, : C—CH CH, -C—C - CH, 
| | | ll = | 

HC C.-CH, > C,H,-C C-CH, und C,H,-C C-CH, 
a oF of 
NH NH NH 


Hauptprodukt Nebenprodukt. 
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Daneben isolierten wir in ganz geringer Menge das uns 
schon bekannte 2,4-Dimethyl-3,5-diathylpyrrol. 

Ebenso erhielten wir!) aus 2,4-Dimethyl-3-athylpyrrol und 
aus Haémopyrrol mit Natriummethylat Phyllopyrrol, dem daher 
folgende Konstitution zukommt : 

CH, -C—C- C,H, 


! 
CH,-CG  C-CH, 


eine Formel, die schon Willstaétter und Asahina?) auf- 
gestellt haben, ohne sie jedoch experimentell zu beweisen. 

Wie schon oben ausgefiihrt, erhielten wir bei der Ein- 
wirkung von Natriumathylat auf das Ketazin des 2,4-Dimethyl- 
3-athylpyrrols folgende 2 Korper: 


CH, -C—C «G0 C8, CH, - C—CH h-C—C: Gh 
| | ll = 

HC C-+CH, —» C,H,-C C-CH, und C,H,-C C-CH, 
helt a i a 
NH NH NH 


folgliich mufi bei der Reaktion entweder der Ketazinrest in 
Stellung 3 abgesprengt worden sein, oder es ist erst Reduktion 
eingetreten und die entstandene C,H,-Gruppe ist in die be- 
vorzugte a-Stellung gewandert.®) 

Um diese Frage experimentell zu priifen, stellten wir das 
2,4,5-Trimethyl-3-acetylpyrrol, bei dem eine Wanderung von 
Alkylgruppen nicht anzunehmen ist, dar aus Isonitrosomethyl- 
athylketon und Acetylaceton, entsprechend der Knorrschen 


Pyrrolsynthese 
H,C-C OH HC-CO-CH, H,C.-C—C-CO- CH, 
, + | —» | 
H,C-C-NHH HOC. CH, H,C-C C-CH, 
: ed 
NH 


Dieser K6rper ist durchaus bestiandig (anscheinend be- 
dingt durch den Sauerstoffgehalt der Seitenkette) und gibt 


') H. Fischer und E. Bartholomaus, Ber., Bd, 44, Heft III. 

*) Ann., Bd. 385, S. 205 [1911]. 

®) Ubrigens tritt das 2,4-Dimethyl-5-athyl-pyrrol auch schon 
unter viel milderen Bedingungen auf, nimlich bei der Darstellung des 
2.4-Dimethyl-3-aithyl-pyrrols nach Knorr-Willstatter. 
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keine Aldehydreaktion, ebensowenig reagiert er mit Diazobenzol- 
sulfosaure. 

Die Einwirkung von Hydrazin war jedoch keine glatte, 
wir erhielten nach der Analyse ein Gemisch von Ketazin und 
Hydrazon. Da jedoch nach der Elementaranalyse der erste 
Schritt zur Reduktion, die Sauerstoffentziehung, erreicht war, 
benutzten wir das Material zum Studium der Einwirkung von 
Natriumiithylat. 

Auch hier wirkt das Athylat erst bei 220° ein, und die 
Reaktion ist keine glatte. Zum Teil ist hier in der Tat der 
Ketazinrest abgesprengt worden, denn das entstandene Pyrrol 
gab stark die Aldehydreaktion und kuppelte mit Diazobenzol- 
sulfosiure. 

Trimethylpyrrol haben wir allerdings bis jetzt nicht nach- 
weisen kénnen, dagegen erhielten wir das schon krystallisierende 
Phyllopyrrol. Letzteres selbst erhielten wir nicht in analysen- 
reinem Zustand, wohl aber sein Pikrat. 

Wir haben uns mit der Reinigung des Phyllopyrrols in 
diesem Fall nicht abgegeben, weil wir durch das oben an- 
gefiihrte Verfahren viel bequemer zu diesem _interessanten 
Korper gelangten. 

Als weiteres Nebenprodukt tritt ein die Aldehydreaktion 
nicht gebendes Pyrrol auf, das ein schon krystallisierendes 
Pikrat von F. P. 143° gibt. 

Experimenteller Teil. 
Reduktion der 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol-ketazins. 

Das 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol-ketazin ge- 
wannen wir nach der von uns!) geschilderten Methode. Wir 
unterwarfen es wiederum demselben Reduktionsverfahren wie 
friiher. Die Zusammensetzung des Rohdles ist jedoch keine 
konstante, sie hiingt vielmehr von verschiedenen Faktoren ab. 

Zuniichst spielt die Zeitdauer des Erhitzens der Rohren. 
sowie die Temperatur selbst eine grobe Rolle; weiterhin komm! 
es sehr darauf an, wann man die Wasserdampfdestillation unter- 
bricht. Dementsprechend ist auch der Siedepunkt des Oles 


') |. ¢. 
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kein konstanter. Da es uns jedoch jetzt darauf ankam, alle 
entstandenen Reaktionsprodukte zu fassen, fraktionierten wir 
das erhaltene Ol nicht. Wir destillierten vielmehr den Alkohol 
zunachst ab und verarbeiteten den destillierten Riickstand, der 
zwischen 100° und 125° bei 20 mm iiberging, in folgender Weise. 

4,5 g Ol werden in feuchtem Ather gelist. Zu dieser 
Lisung setzt man ziemlich schnell 6 g gepulverte Pikrinsaure. 
Wiihrend des Umschitteins lost sich letztere sehr bald, gleich- 
zeitig tritt starke Dunkelfarbung ein, und beim Stehen in Eis 
scheiden sich allmahlich unter Aufhellung der Farbe der Lésung 
5 g (feucht gewogen) gelbes Pikrat ab. Das Rohprodukt zeigt 
den unscharfen Schmelzpunkt 84—85°. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus Alkohol zeigt das Pikrat den scharfen 
Schmelzpunkt 89—90° bei schnellem Erhitzen. 

Zur Elementaranalyse wurde es im Vakuum bei gewohn- 
licher Temperatur tiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. 

0,1886 g Substanz gaben: 0,3505 g CO, und 0,0940 g H,0. 

0,2291 » » » $32 ccm N (23°, 719 mm). 

CigHooN,O,. Berechnet: 50,50 C, 5,30 H, 14,74 N 

Gefunden: 50,68 C, 5,58 H, 14,96 N. 

Es liegt also das Pikrat eines Dimethyl-diaithyl-pyrrols 
vor. Das aus dem Pikrat in Freiheit gesetzte Pyrrol zeigt 
die Kigenschaften eines tetrasubstituierten Pyrrols, die Reaktion 
mit Dimethylamidobenzaldehyd war negaliv, Kuppelung 
mit Diazobenzolsulfoséure trat nicht ein, sodaalkalische 
Permanganatl6sung wurde entfirbt. Daf’ in ihm das 2,4-Di- 
methyl-3,5-diathyl-pyrrol vorliegt, geht aus den weiter 
unten beschriebenen Versuchen hervor. Das freie Pyrrol haben 
wir bis jetzt nicht krystallisiert erhalten. 

Die Mutterlauge des obigen Pikrats vom Schmelzpunkt 
84—85° wird mittels Natronlauge zerlegt und die itherische 
Losung mit Diazobenzolsulfosiure gekuppelt. Hierdurch 
erhalt man noch 1,7 g des von uns schon friher (I. c.) be- 
schriebenen Azofarbstoffes. Hiernach enthilt das erhaltene 
Ol ca. 16°/o Dimethyl-athyl-pyrrol. Die niedrige Ausbeute 
an trisubstituiertem Pyrrol riihrt daher, daf wir die Rohren 
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14 Stunden lang erhitzt haben. Bei anderen Versuchen war 
die Ausheute an Farbstoff bedeutend hoher. 

Dab ein Dimethyl-athyl-pyrrol vorliegt, geht aus der 
Analyse des Azofarbstoffes hervor, aus den Reaktionen des 
letzteren, daB ein g-Farbstoff vorliegt. 

Da die groéfte Wahrscheinlichkeit vorhanden war, dal das 
2,4-Dimethyl-5-ithyl-pyrrol vorlag, stellten wir dieses 
Pyrrol synthetisch dar. 


2,4-Dimethyl-5-athyl-pyrrol. 
H.C -C—CH 


Unser Verfahren zur Darstellung von 2,4-Dimethyl- 
5-aithyl-pyrrol aus Isonitroso-methylpropylketon und 
Acetessigester deckt sich mit dem von Knorr und Hess 
bereits mitgeteilten bis auf die Verseifung des 2,4-Dimethyl- 
5-athyl-pyrrol-3-carbonsiureesters. Wir zogen es vor, 
das Pyrrol direkt durch Zersetzung des Esters mittels kon- 
zentrierter Schwefelsiiure und Abtreiben mit Wasserdampf aus 
der sodaalkalischen Fliissigkeit zu gewinnen. 

Auch dieses Pyrrol gibt mit Pikrinsdéure kein Pikrat, wie 
scheinbar alle trisubstituierten Pyrrole, die eine freie B-Stellung 
haben. Auch hier erweist sich die Diazobenzolsulfosadure 
als iiberaus geeignet zur Charakterisierung, denn sie gibt einen 
schén krystallisierenden Azofarbstoff. 


Azofarbstoff aus 2,4-Dimethyl-5-athyl-pyrrol. 
HC + CN, > CoH, - SOsH 
H.C, +€ (:- CH, 
wd 
NH 
Der ditherische Auszug des bei der Wasserdampfdestillation 
des 2,4-Dimethyl-5-athyl-pyrrols erhaltenen Destillates 
wird mit einer wisserigen Lésung (1 : 100) von Diazobenzol- 
sulfosiure geschiittelt. Auf Zusatz von Salzsiéure scheidet 


sich der Farbstoff in sch6nen roten Nadelchen ab. 
Zur Reinigung lést man ihn in "/10-Natronlauge, verdtinnt 
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mit ungefaihr dem gleichem Volumen Wasser und setzt Salz- 
siiure (1:3) hinzu. Der Farbstoff krystallisiert dann in kon- 
zentrisch vereinigten Nadelchen von rotbrauner Farbe aus. Zur 
Schwefelbestimmung wurde er bei 100° tiber Phosphorpentoxyd 
cetrocknet. 

0,1260 g Substanz gaben 0,0972 g BaSQ,. 

C,,H,,0,N,5. Berechnet: 10,44 S 
Gefunden: 10,60 S. 

In seinem Verhalten bei der Entstehung sowohl, wie in 
seinen tibrigen Eigenschaften gleicht er vollkommen dem Azo- 
farbstoff, den wir aus dem durch Reduktion des 2,4-Dimethyl- 
3-acetyl-pyrrol-ketazins erhaltenen Pyrrol gewannen. Die 
Farbe, die Krystallform und sein Verhalten gegen Salzsiure 
sind die gleichen. Auch krystallisieren beide einheitlich aus 
einem Lésungsgemisch. 


Einwirkung von Natriumathylat auf 2,4-Dimethyl- 
5-athyl-pyrrol. 


Jeicem 2,4-Dimethyl-5-athyl-pyrrol wird mit 20ccm 
einer LO6sung von 7g Natrium in 100 ccm absolutem Alkohol 
in einem Bombenrohr ca. 15 Stunden lang auf 210—220° er- 
hitzt. Der Gesamtinhalt einer Anzahl Roéhren wurde soda- 
alkalisch mit Wasserdampf tibergetrieben. Dann schiittelt man 
das Destillat dreimal mit Ather aus und destilliert nach dem 
Trocknen Ather und Alkohol ab. Der Riickstand wird mit 
feuchtem Ather aufgenommen und in die Liésung feste, ge- 
pulverte Pikrinséure unter tiichtigem Umschiitteln eingetragen. 
Bei geniigender Konzentration der Pikrinsiiure und Abkiihlung 
mit Eis scheiden sich ca. 30°/o (berechnet auf das Ausgangs- 
material) eines gelben Pikrats aus. Zur Analyse wurde es zwei- 
mal aus sehr wenig Alkohol umkrystallisiert und dann bei ge- 
wohnlicher Temperatur im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknet. 

0,1670 g Substanz gaben 0,3083 g CO, und 0,0838 g H,0. 

0,1505 » > » 21,3 ccm (20°, 698 mm). 

C,H, .N,O,, Berechnet: 50,50 C, 5,30 H, 14,74 N 
Gefunden: 50,35 C, 5,61 H, 14,93 N. 
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Es liegt also das Pikrat des 2,4-Dimethyl-3,5-diathy]- 
pyrrols vor. Es ist ebenso wie das bei der Einwirkung von 
Athylat auf das Ketazin erhaltene Pikrat leicht léslich in 
Alkohol und bildet, daraus umkrystallisiert, gelbe, derbe Prismen. 
Schmelz- und Mischschmelzpunkt stimmten iiberein. 


Kinwirkung von Natriumathylat auf 2,4-Dimethyl- 
pyrrol. 


Das 2,4-Dimethylpyrrol wurde aus dem 2,4-Di- 
methylpyrrol-3,5-dicarbonsiureester!) durch Behand- 
lung mittels konzentrierter Schwefelsdure in der oben angefiihrten 
Weise dargestellt. 

Ein Gemisch von 2,7 g des so erhaltenen Pyrrols und 
einer Losung von 1,4 g Natrium in 20 cem absolutem Alkoho!l 
werden in einem Bombenrohr ea. 8 Stunden lang auf 210 bis 
220° erhitzt. Den Inhalt der Rohre spiilt man dann in ein 
kleines Destillationskélbchen, leitet durch die Fliissigkeit einige 
Zeit Kohlensiiure und treibt dann mit Wasserdampf ab. Das 
Destillat wird dreimal ausgeiithert. 

Der gesamte Atherauszug wurde dann mit einer wiisse- 
rigen Lésung (1: 100) von Diazobenzolsulfosaure durch- 
geschiittelt. Wire noch unveriindertes Dimethylpyrrol vor- 
handen gewesen, so hiitte es aller Wahrscheinlichkeit nach 
als Azofarbstoff ausfallen miissen, da es schon ohne Saure- 
zusatz mit der erwihnten Diazoverbindung kuppelt.?) Dies 
war aber nicht der Fall. Erst auf Zusatz von "/1-Salzsiaure 
krystallisierten 5,2 g eines rotbraunen Azofarbstoffes aus. Zur 
Schwefelbestimmung wurde er in der iiblichen Weise behandelt. 

0,1383 g Substanz gaben 0,1044 g BaSQ,. 

C,,H,,0,N,5. Ber. 10,445. Gef. 10,37 S. 

Ks liegt also der Azofarbstoff eines Dimethylathyl- 
pyrrols vor. Aus der Menge des erhaltenen Farbstoffes be- 
rechnet sich eine Ausbeute an Pyrrol von 60°/o, bezogen aul 
die Menge des angewandten Dimethylpyrrols. 


') Knorr, Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 236, S. 318. 
*) Vgl. Hans Fischer und E. Bartholomius, Diese Zeitschrifl, 


Bd. 76, S. 482. 
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Der erhaltene Farbstoff ist den Reaktionen nach identisch 
mit dem Azofarbstoff aus 2,4-Dimethyl-5-ithylpyrrol. 

Die Mutterlauge des Azofarbstoffes wurde weitergekuppelt, 
bis in ihr unveriinderte Diazobenzolsulfosiure mittels 
R-Salz nachgewiesen werden konnte. Dann wurde die Fltissig- 
keit sodaalkalisch ausgeithert. Beim Zusetzen von Pikrinsiure 
zu der feucht-iitherischen LOsung und Abkiihlen mit Eis schied 
sich wenig Pikrat ab, das sich als identisch erwies mit obigem 
Dimethyl-diathyl-pyrrol-pikrat (Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt 90°). 

2,4,5-Trimethyl-3-acetyl-pyrrol. 


bc -o—c.co-<e 
i = 
H,.C-C C-CH, 


1 g Isonitrosomethylathylketon und 1 g Acetyl- 
aceton werden in 20 ccm Eisessig gelést. Zu der Lisung 
gibt man allmihlich unter Kiihlung 6,5 g Zinkstaub. Unter 
Ofterem Umschiitteln erwairmt man dann ca. !\4 Stunde lang 
auf dem Wasserbade, kocht kurz auf und saugt vom Zinkstaub 
ab. Durch Verdiinnen mit Wasser wird aus dem Filtrat das 
Pyrrol ausgefallt. Ausbeute bis zu 43°/o der theoretisch még- 
lichen Menge. 

Zur Analyse wurde die Substanz aus Alkohol umkry- 
stallisiert, sie zeigt dann den Schmelzpunkt 209°. Sie wurde 
bei 100° tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,2606 g Subst. gaben 0,6821 g CO, und 0,2055 g H,O 
0,2631 >» » » 22,7 ccm N (17°, 721 mm). 
C,H,,ON. Ber. 71,47 C, 8,67 H, 9,27 N 

Gef. 71,38 C, 8,82 H, 9,51 N. 

Das 2,4,5-Trimethyl-3-acetyl-pyrrol ist in Alkohol, 
Benzol, Toluol und Eisessig in der Kiilte schwer, in der Warme 
leicht léslich. In Ather und Aceton ist es sehr schwer léslich. 
Setzt man zu einer alkoholischen Lésung des Pyrrols etwas 
Dimethylamidobenzaldehydlisung, so tritt eine gelbe Farbung 
ein; erst beim Kochen wird die Lésung rot. Das Spektrum 
zeigt einen verwaschenen Streifen im Griin. Mit Diazobenzol- 
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sulfosaiure tritt keine Reaktion ein. Der Korper ist luft- 
und lichtbestindig. 





Einwirkung von Hydrazinhydrat auf 2,4,5-Trimethyl- 
3-acetyl-pyrrol. 


) g 2,4,5-Trimethyl-3-acetyl-pyrrol, 1 cem Alko- 
hol, 5 com Hydrazinhydrat und 1 cem 3°/oige Essigsiure 
werden zusammen unter Riickflu{B 8 Stunden lang auf 140 bis 
150° erhitzt. Alsdann verdiinnt man mit Wasser, filtriert 
und siiuert mit Essigsiure an. Es erfolgt sofort Abscheidung 
eines gelben Harzes, das iiber Nacht hin fest wird. Beim 
Trocknen auf dem Wasserbade verschwindet die gelbe Farbe 
zum groBten Teil. Das so erhaltene, gelblich weibe Rohprodukt 
schmilzt unscharf bei 219—220°. Ausbeute: 4,1 g. 

Nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol, aus dem die 
Substanz auch mikroskopisch nicht deutlich krystallisiert, 
schmilzt sie bei 235—236° und sintert vorher zusammen. Zur 
Elementaranalyse wurde dieses Produkt bei 100° tiber Phos- 





phorpentoxyd getrocknet. 
0,1886 g Substanz gaben 0,4715 g CO, und 0,1485 g H,0. 
0.1533 ¢g » » 33,4 ecm N (23°, 712 mm). 


Ketazin (C,,H,,N,. Ber. 72,42 C, 8,79 H, 18,79 N 
Hydrazon C,H,,N;.  » 65,39 C, 9,16 H, 25,45 N 
Gef. 68,18 C, 8,81 H, 23,10 N. 

Also liegt ein Gemisch von Ketazin und Hydrazon 

vor, unverindertes Acetyl-pyrrol kann nicht mehr vorhanden 

sein, da die Summe der gefundenen Prozentzahlen 100,09 


betriigt. 
2,4,5-Trimethyl-3-athyl-pyrrol. 
HC +C—C Cai, 


2 g des oben beschriebenen Einwirkungsproduktes von 
Hydrazinhydrat auf 2,4,5-Trimethyl-3-acetyl-pyrrol 
werden mit 35 ccm einer Lésung von 7 g Natrium in 100 ccm 
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absolutem Alkohol in einem Bombenrohr 8 Stunden lang auf 
910—220° erhitzt. Unterwirft man das Reaktionsgemisch der 
Wasserdampfdestillation, so geht zunichst ein gelbes Ol iiber, 
das beim Stehen in Eis allméahlich erstarrt. Daneben entsteht 
bei der Reaktion noch ein mit Wasserdimpfen schwerer fliich- 
tiges Ol, das die Aldehydreaktion gibt, mit Diazobenzolsulfo- 
siure aber nicht reagiert. In ihm scheint also ein am Stick- 
stoff substituiertes Pyrrol mit mindestens einer freien CH-Gruppe 
vorzuliegen. 

Das mit Wasserdampf iiberdestillierte Ol wird durch Aus- 
jithern von dem Wasser getrennt. Die iitherische L6sung wird 
mit Diazobenzolsulfosiiure im UberschuB gekuppelt. Nachdem 
man das Gemisch sodaalkalisch gemacht hat, treibt man nach 
Entfernung des Athers mit Wasserdampf nochmals iiber. Ist 
das destillierte Ol erstarrt, so filtriert man ab und krystallisiert 
die farblosen Krystalle aus verdiinntem Alkohol um. Das so 
gewonnene Pyrrol zeigt den unscharfen Schmelzpunkt 65—67°. 
Zur Analyse wurde die Substanz zunachst kurze Zeit tiber 
Schwefelsaure und dann tiber Phosphorpentoxyd bei gew6éhn- 
licher Temperatur im Vakuum getrocknet. 

0,1612 g Subst. gaben 0,4619 g CO, und 0,1622 g H,O 

0,1605 » — » »  0,4593 » CO, » 0,1605 » H,O 

C,H,,N. Ber. 78,75 C, 11,03 H 
Gef. 78,14, 78,05 C, 11,20, 11,19 H. 

Wie aus der Elementaranalyse hervorgeht, ist das ge- 
wonnene Pyrrol noch nicht rein. Wir haben auf die vollige 
Reinigung aus den im allgemeinen Teil angegebenen Griinden 
verzichtet. 

Pikrat des 2,4,5-Trimethyl-3-athyl-pyrrols. 

Zu einer feucht-atherischen L6sung des obigen Reaktions- 
produktes setzt man einen Uberschu8 fein gepulverter Pikrin- 
sdure unter tiichtigem Umschiitteln. Die Pikrinsiure geht schnell 
in LOsung und alimiihlich, schneller beim Stehen in Eis, scheidet 
sich das Pikrat ab. Nach dem Umkrystallisieren aus wenig 
Alkohol zeigt die Substanz den Schmelzpunkt 104—105°, der 
Mischschmelzpunkt mit analytischem Phyllopyrrolpikrat ist 
derselbe. 
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Zur Elementaranalyse wurde das Pikrat bei gewohnlicher 
Temperatur im Vakuumexsikkator tiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknet. 

0,1565 g Substanz gaben 0,2830 g CO, und 0,0756 H,0. 

0,1870 g Substanz gaben 26,3 ccm N (19°, 720 mm). 

C,,H,.N,0, Ber.: 49,16 C, 4,95 H, 15,31 N. 

Gef.: 49,382 C, 5,40 H, 15,36 N. 

Aus dem erhaltenen Pikrat setzten wir das Pyrrol selbst 
in Freiheit. Die erhaltene Menge reichte leider zur Elementar- 
analyse nicht aus, jedoch ergab der Mischschmelzpunkt mit 
analytischem Phyllopyrrol keine Depression. 


Azofarbstoff aus 2,4-Dimethyl-3-athyl-pyrrol. 
a vee 


| | 
10.S-CH «S.-C Ck 
si 


Bei der Darstellung des schon von Knorr und Hess 
(l. ¢.) erhaltenen 2,4-Dimethyl-3-athyl-pyrrols hielten 
wir uns an die Vorschrift von Willstatter und Asahina 
(Berichte der Deutschen Chem. Ges., Bd. 44, 5. 3709). Wir 
isolierten das Pyrrol mit Hilfe des Pikrats, dessen Schmelz- 
punkt wir zu 139° fanden. Durch Zersetzung des Pikrats in 
der iiblichen Weise gewannen wir das freie Pyrrol, das wir 
mit Diazobenzolsulfosiure unter Zusatz von Salzséure 
kuppelten. 

Der so erhaltene Farbstoff macht unter dem Mikroskop 
keinen einheitlichen Eindruck, er ist aber sonst in seinen Reak- 
tionen dem Hiimopyrrolfarbstoff zum Verwechseln ahnlich, 
was ja auch zu erwarten ist, da beides a-Azofarbstoffe sind. 
Zur Analyse wurde er durch Lésen in Natronlauge und Ver- 
setzen mit Salzséure umkrystallisiert und wie tiblich getrocknet. 


0,1161 g Substanz gaben 0,0885 g BaSQ,. 

C,,H,,0,N,8. Ber.: 10,44 S. Gef.: 10,47 S. 

Nachdem wir die Hauptmenge des Reaktionsproduktes 
als Pikrat abgeschieden hatten, befreiten wir die Mutterlauge 
von der Pikrinséure. Die erhaltene atherische Lésung brachten 
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wir auf ein geringes Volumen und trugen nach Zusatz einiger 
Tropfen Wasser feste, fein gepulverte Pikrinsiure bis zur Siit- 
tigung ein. Beim Abkihlen in Eis erfolgte eine zweite Ab- 
scheidung eines Pikrats. Die Mutterlauge hiervon wurde wie- 
derum von der Pikrinsiure befreit und nunmehr von neuem 
mit Diazobenzolsulfoséiure gekuppelt. Hierbei schied sich 
in erheblicher Menge der von uns (I. c.) beschriebene Azo- 
farbstoff des 2,4-Dimethyl-5-athvl-pyrrols ab. Unter dem 
Mikroskop nahm man jedoch noch deutlich die feinen Niidelchen 
des 2,4-Dimethyl-3-athyl-pyrrol-azofarbstoffes wahr, 
es konnte sich aber nur um geringfiigige Beimengungen von 
a-Azofarbstoff handeln, da die Reaktionen des letzteren fehlten. 

Also ist auch hier eine teilweise Abspaltung der stick- 
stoffhaltigen Seitenkette eingetreten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVI. 1 











Untersuchungen iiber die Cerebroside des Gehirns. 
II. Mitteilung. 


Von 


Hermann Loening und H. Thierfelder. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Februar 1912.) 


Vor kurzem!') ver6ffentlichten wir ein Verfahren zur Iso- 
lierung der Cerebroside aus Protagon, welches auf der Wider- 
standsfiihigkeit dieser Substanzen gegen Baryt und ihrer Lés- 
lichkeit in heifem Aceton beruht. Inzwischen haben wir ge- 
funden, dali von J. Lorrain Smith und W. Mair?) in einer 
vor der unsrigen erschienenen Arbeit eine auf dem gleichen 
Prinzip beruhende Methode zur Gewinnung der Cerebroside 
beschrieben worden ist. 

Smith und Mair lésen den Chloroformextrakt des ge- 
trockneten Gehirns in heifem Methylalkohol, fiigen hei ge- 
siittigte methylalkoholische Barytlésung hinzu, kochen drei 
Stunden, dampfen nach nahezu vollstandiger Neutralisation mit 
Essigsiure ein und erschOpfen den Trockenriickstand mit heifem 
Aceton, aus dem sich beim Erkalten die Cerebroside abscheiden, 
wihrend das gleichzeitig extrahierte Cholesterin in L6sung bleibt. 

Wir wollen nicht verfehlen, auf diese Arbeit nachtriglich 
aufmerksam zu machen. 

Im folgenden soll iiber Versuche berichtet werden, welche 
zur weiteren Priifung der Widerstandsfahigkeit der Cerebroside 


') Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 282 (1911). 

2) J. Lorrain Smith and W. Mair. On a method of isolating 
Cholesterin and Cerebrosides from brain by means of saponification with 
bariumhydrate in methylalcohol. Proc. of the pathological society. The 
journal of Pathology and Bacteriology, Vol. 15, p. 122 (1910). 
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gegen Atzbaryt und Atzalkali angestellt wurden, ferner iiber die 
quantitative Ausbeute an Cerebrosiden bei dem Barytaceton- 
verfabren und tiber den Verbleib des nicht isolierten Restes, 
sowie tiber die Verteilung der Cerebroside auf die einzelnen 
Fraktionen bei dem von uns benutzten Verfahren zur Auf- 
arbeitung des Gehirns. 


Verhalten der Cerebroside gegentiber Barytwasser in der Hitze. 


In unserer letzten Veroffentlichung!) teilten wir einen Ver- 
such mit, bei dem von reinem krystallisierten Cerebron, welches 
| Stunde mit Barytwasser in kochendem Wasserbad erhitzt 
worden war, 90,4°/o in krystallisiertem Zustande wieder er- 
halten wurden. Diese Menge hatte sich aus dem Alkohol, mit 
dem die abfiltrierte und ausgewaschene Masse ausgekocht 
worden war, beim Erkalten abgeschieden. Als wir den Ver- 
such wiederholten, nur mit dem Unterschiede, dali zum Aus- 
kochen nicht Alkohol, sondern Aceton verwendet wurde, ge- 
wannen wir von 0,3244 g Cerebron nur 0,2471 g (ebenfalls 
krystallisiert), d. h. 76,17°/o wieder, obwohl das Auskochen 
viele Stunden mit mehrfach erneuertem Aceton (im ganzen 
12 Stunden) und so lange fortgesetzt worden war, bis das Filtrat 
beim Erkalten vollig klar blieb. Diese geringere Ausbeute kann 
wohl nur dadurch verursacht sein, daB das Cerebron mit Baryum 
eine Verbindung eingegangen ist, welche durch Kochen mit Aceton 
nur langsam und nicht ganz vollstaéndig zerlegt wird. 

Um zu entscheiden, ob auch der bei der Alkoholextraktion 
erhaltene (wenn auch viel geringere) Fehlbetrag auf eine un- 
vollstiindige Isolierung (sei es, da8 die Cerebron-Baryumver- 
bindung auch durch Alkohol nicht vollig zerlegt wird, sei es, 
dafi etwas Cerebron in Alkohol gelést bleibt) oder auf eine 
geringe Zerstdrung von Cerebron durch Barytwasser zurtick- 
zuftihren ist, haben wir folgende weitere Versuche angestellt. 
Wir verzichteten bei ihnen auf eine Isolierung der Cerebroside 
und bestimmten nur das Reduktionsvermégen der hydrolysierten 
Substanz einerseits vor, anderseits nach dem Erhitzen mit 


) a. a. O., S. 282. 
14* 
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Barytwasser.') Ferner benutzten wir nicht Cerebron, sondern 
Protagon, um die Priifung gleich auf die Gesamtheit der Cere- 
broside auszudehnen. 

Kiir die Hydrolyse wurde eine 15—16°/oige Schwefelséure, welche 
nach ausgedehnten Vorversuchen die Abspaltung wiihrend 3 stiindigen Ev- 
hitzens in kochendem Wasserbad bewirkt, verwendet. Wir zerrieben die 
abgewovene Substanzmenge mit einem Teil der abgemessenen Schwefel- 
siiure und brachten sie mit Hilfe des Restes quantitativ in ein kleines 
Rundkélbchen von ca. 9 cem Inhalt aus ganz diinnem Glas. Dieses wurde 
zugeschmolzen und unter fortwahrendem Schiitteln*) (mittels einer Wasser- 
turbine) im siedenden Wasserbad 3 Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten 
brachten wir das Ké6lbchen in eine mit Schnauze versehene glaserne Rund- 
schale, in der es gul Platz hatte, zertriimmerten es durch einen kurzen 
Stof§ mit dem Pistill, filtrierten die klare Fliissigkeit durch ein kleines 
Filter in einen Mefizylinder fiir 20 ccm, zerrieben die zuriickgebliebenen 
brockeligen Massen zusammen mit den Glasscherben mit Wasser, filtrierten 
durch dasselbe Filter und wuschen aus. Darauf brachten wir das Filter 
mit Inhalt in die Glasschale zuriick, zerrieben es wieder mit Wasser und 
filtrierten durch ein neues Filter in den Mefizylinder. Das Waschen mit 
kleinen Mengen Wasser wurde so lange fortgesetzt, bis das Filtrat um so 
viel weniger als 20 cem betrug, als Kubikzentimeter starker Natronlauge 
zu seiner Neutralisation nétig waren. Da wir gewohnlich 5 ccm einer 
15,5°/0 igen Schwefelsaure verwendeten, deren Neutralisation 1,6 ccm starker 
Natronlauge erforderten, so betrug die Menge des Filtrats in den meisten 
Killen 18,4 ccm. 

') Wir halten uns fiir berechtigt, eine Zersetzung der Cerebroside 
als nicht erfolgt anzusehen, wenn nach der Hydrolyse dieselbe Menge 
Galaktose gefunden wird. Rosenheim und Tebb (Journ. of Physiol., 
Vol. 36, p. 15 [1907]) sind zwar geneigt, anzunehmen, dafs ein Teil des 
Sphingosins, welches sie in betriachtlicher Menge unter den Zersetzungs- 
produkten des Protagons mit Barytwasser farslen, aus dem Phrenosin- 
anteil des Protagons stamme. Wir vermuten, dafs alles aus dem Sphingo- 
myelinanteil abgespalten ist, in dem ja Thudichum diese Base nach- 
gewiesen hat. Unter den von uns eingehaltenen Bedingungen entsteht 
durch Baryt aus Cerebron jedenfalls kein Sphingosin. Indessen machen 
Rosenheim und Tebb keine naheren Angaben iiber die Dauer ihres 
Spaltungsversuches. Vielleicht haben sie sehr lange erhitzt. «Beim Erhitzen 
mit kaustischem Baryt namentlich unter Druck» wird das Phrenosin auch 
nach Thudichum (Die chemische Konstitution des Gehirns, S. 184) schnell 
zersetzt und je nach der Dauer des Erhitzens werden drei, vier oder fiinf 
Produkte erhalten, deren zwei Alkaloide, zwei Siéiuren sind, wiahrend eines 


ein Zucker (?) ist. 
*) Spatere Versuche haben ergeben, da auch ohne Schiitteln die 
Hydrolyse in der angegebenen Zeit eine vollstandige ist. 
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Wir fanden das beschriebene Verfahren sehr bequem; es gestattet 
ein sehr genaues quantitatives Arbeiten und besonders wird durch das 
Zerreiben der hydrolysierten Masse mit dem Glaspulver leicht ein volliges 
Auswaschen erreicht. 

Die Bestimmung der Galaktose nahmen wir nach Bertrand!) vor, 
Die abfiltrierte Fliissigkeit wurde aus dem Mefizylinder in einen Erlen- 
meverschen Kolben aus Jenaer Glas von 150 ccm Inhalt gegossen. Mit 
demselben Meficylinder geschahen die Abmessungen der Kupfersulfat- 
ldsung und der Seignettesalz enthaltenden Natronlauge, welche also zu- 
gleich als Spilfliissigkeiten dienten. Vor der Lauge wurde die fiir die 
Neutralisation der Schwefelsiure nétige Menge starker Natronlauge zu- 
cefiigt. Im tibrigen verfuhren wir genau nach Bertrand. 

Vom Protagonpulver, dessen Galaktosegehalt bekannt war, 
wurde eine bestimmte Menge abgewogen, mit gesiittigtem Baryt- 
wasser fein zerrieben und mit der etwa 60 fachen Menge Baryt- 
wasser in einem mit Steigrohr versehenen Rundkolben unter 
hiiufigem Umschiitteln eine bestimmte Zeit im kochenden Wasser- 
bad erhitzt. Die Masse wurde dann quantitativ auf eine Nutsche 
sebracht, abgesaugt, je einmal mit Wasser und mit Aceton aus- 
gewaschen und nun quantitativ in eine kleine Glasschale tiber- 
fiihrt, welche vorher zusammen mit einem verschlieBbaren 
Wiigegefii}, in dem sie Platz hatte, und einem kleinen Glas- 
stab gewogen worden war. Nachdem sie getrocknet und mit 
dem Glasstab fein zerteilt und gemischt worden, wurde die 
Glasschale in das Wigegefif} gebracht und die Wiagung wieder- 
holt. Von der nun ihrem Gewicht nach bekannten Masse wogen 
wir kleine Portionen fiir die Hydrolyse und Zuckerbestim- 
mung ab. 

Das Protagon enthielt 10,57°/o Galaktose. 











Substanz | KMn0, Cu | Galaktose | Galaktose 
g /  cem mg | mg | %o 
0.1995 | 4.06 39,91 | 21,06 10.56 
0,2212 4,46 43,84 23,24 =| 10,51 | ¢ 10,57 
0.2306 47 4620 | 2456 | 10,65 


22,76 ccm der Kaliumpermanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 

‘) Bull. de la société chim. de Paris (3), Vol. 35, p. 1285 (1906). 
Eine genaue Beschreibung findet sich in Hoppe-Seylers Handbuch der 
phys. u. path.-chem. Anal., 8. Aufl., S. 658 u. 782. 
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1. Versuch. 1,0420 g Protagon werden 30 Minuten mit 
Barytwasser erhitzt. Gewicht der abgesaugten Masse 1,1491 g. 











Substanz | KMn0O, | Cu | Galaktose | Galaktose 
g | ccm | mg | mg | 9/9 
| | | 
00,2253 4,03 39,61 20,95 | 9,3 
| 


b] 
| } 


22.76 ccm der KMnOQ,-Lésung entsprachen 223,775 mg Cu. 

Es sind also 0,1101 g Galaktose in den Versuch eingefiihrt 
und 0,1069 g oder 97,1°/o wiedererhalten. 

2. Versuch. 1,0323 g Protagon werden 70 Minuten mit 
Barytwasser erhitzt. Gewicht der abgesaugten Masse 1,1329 g. 








| | 
Substanz | KMn0O, Cu | Galaktose | Galaktose — 
g | ccm | mg | mg | Vig 
| i | 
02071 3,75 | 8686 | 1945 | 939 |) 
| | . | ¢ 9,42 
0.2426 | 44 | 48325 | 2292 | 945 | f 


Wirkungswert der Kaliumpermanganatlisung wie bei Versuch 1. 

Es sind also 0,1091 g Galaktose in den Versuch eingefiihrt 
und 0,1067 g oder 97,8°/o wiedererhalten. 

3. Versuch. 0,9898 g Protagon werden 125 Minuten mit 
Barytwasser erhitzt. Gewicht der abgesaugten Masse 1,0689 g. 











Substanz KMnO, | Cu | Galaktose | Galaktose 
| 
g / cem | mg | mg | Fy | 
02178 | 389 | 3616 | 2014 | 925 ™ 
0.2198 | 3,87 37,96 2003 | Ott jf. 


22.80 ccm der Kaliumpermanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 

Es sind also 0,1046 g Galaktose in den Versuch eingefiihrt 
und 0,0981 g oder 93,8°/o wiedererhalten. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich die fast vollige Wider- 
standsfahigkeit der Cerebroside bei einstiindigem Erhitzen mit 
gesiittigtem Barytwasser; auch bei zweistiindigem ist der Ver- 
lust ein geringer. Hoéchstwahrscheinlich diirfte der ganze Fehl- 
betrag nicht auf einer Zerstérung beruhen, sondern auf einer 
geringen Léslichkeit der Substanz in Barytwasser. Bei der 
geringeren Protagonmenge, die in Versuch 3 benutzt wurde, 
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hat natiirlich dieser durch die Ldoslichkeit bedingte Verlust 
einen groferen Einfluf auf den Prozentgehalt. 


Verhalten der Cerebroside gegentiber methylalkoholischer Kalilauge 
in der Hitze. 

Uber das Verhalten eines Cerebrosides, des von Parkus 
dargestellten Cerebrins, gegen alkoholische Kalilauge liegt eine 
Angabe vor. Parkus!) schreibt: «Die geringen Veriinderungen, 
welche es nach mehrstiindigem Kochen am Riickflubktihler mit 
alkoholischer Kalilauge zeigte, beweisen seine auferordentliche 
Widerstandsfihigkeit gegen die Einwirkung dieses Reagenses. » 
Wir haben diese Angabe einer Priifung unterzogen und ver- 
fuhren in folgender Weise: 

Von einer etwa 10°/o Protagon enthaltenden Chloroform- 
ldsung brachten wir je 10 ccm in kleine Erlenmeyersche 
K6élbchen, verdunsteten das Chloroform und lésten den Riick- 
stand in 8 ccm Methylalkohol. Wahrend nun die einen Ké6lbchen 
nach Zusatz von 2 ccm 14%/o Atznatron enthaltenden Methyl- 
alkohols bestimmte (in den einzelnen Fallen wechselnde) Zeiten 
unter bestandigem Umschiitteln und darauf nach Zusatz von 
12,1 ccm 20°/o Schwefelsiéiure enthaltenden Methylalkohols 
3 Stunden am Riickflubkiihler im kochenden Wasserbad erhitzt 
wurden, erhielten die andern beide Zusitze gleich nacheinander 
und wurden nur bei saurer Reaktion drei Stunden gekocht. 
Darauf brachten wir in jedes Kélbchen 40 ccm Wasser, erhitzten 
sie, wiihrend sie offen im kochenden Wasserbad hingen, um 
das Methylgalaktosid zu spalten, drei Stunden, fiihrten nach 
dem Erkalten den Inhalt quantitativ mit Hilfe von Wasser in 
besonders geeichte Mefizylinder von 50 cem iiber, fiillten bis 
zur Marke auf und mischten. Die grdberen Partikelchen setzten 
sich nach einigem Stehen an der Oberfliiche ab und liefen 
sich durch eine kippende Bewegung fast vollstiindig in eine 
Reibschale bringen. Nachdem sie fein zerrieben, wurde die 
F'liissigkeit ebenfalls in die Reibschale gebracht und nach noch- 
maligem Zerreiben filtriert. Von dem Filtrat, welches sofort 
oder nach mehrmaligem Zuriickgiefben klar war, maben wir 


1) Journ. f. prakt. Chem. (2), Bd. 24, S. 329 (1881) 
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20 ecm ab und benutzten sie nach Zufiigen der zur Herstellung 
neutraler Reaktion notigen geringen Menge starker Natron- 
lauge fir die Galaktosebestimmung nach Bertrand. 

Die Ergebnisse dieser Versuche finden sich in folgender 


Tabelle zusammengestellt. 








Mit NaOH erhitztKMnO, Cu | Galaktose | Galaktose | Galaktose 


0 





| Min. com | mg mg in 20 cem mg in 50 cem jo 
l 0 5,25 | 48,96 260 | 650 | 6) 
2. 0 5,25 | 4896 260 | 650 6,5 
3 | dD 540 | 30,36 26,8 °67,0 6,7 
4 | 10 5,50 | 51,29 27,3 | 68,25 6,85 
5 | 10 548/511 | 272 | 680 | 68 
6 | 20 5,22 | 4868) 259 | 64,75 6,47 
7 | 20 | 5,40 | 5036) 268 | 670 6,7 
s 30) | 536 | 49,98 26.6 66,5 6,65 
9 60 | 5.30 / 49,63! 264 | 660 #| 66 


In den Versuchen 1—8 entsprachen 24,0 ccm, in Versuch 
23.9 com Kaliumpermanganatlésung 223,8 mg Cu. 

Es geht aus den Versuchen die vollige Widerstandsfihigkeit 
der Cerebroside gegen einstiindiges Erhitzen in einer 2,8 jo Atz- 
natron enthaltenden methylalkoholischen Lésung hervor (natiirlich 
wieder unter der Voraussetzung, dab eine Zersetzung der Cere- 
broside sich durch eine Zerst6rung von Galaktose zu erkennen gibt). 

Der niedrige Prozentgehalt an Galaktose erkliirt sich daraus, 
daf dem fiir den Versuch benutzten Protagon schon Cerebron 


entzogen worden war. 


Uber die Menge Cerebroside, welche mit Hilfe des Baryt-Acetonver- 
fahrens aus Protagon erhalten werden, und tiber den Verbleib des 
nicht isolierten Restes. 


1. Versuch. In unserer friiheren Mitteilung haben wir 
schon angegeben, dal} die Menge Cerebroside, welche sich aus 
dem heifen Aceton beim Erkalten abscheiden, etwa 33°/o des 
verwendeten Protagons betrigt, und daf das Cerebrosidgemenge 
etwa 18—19°/o Galaktose enthilt. Wir teilen jetzt einen Ver- 
such mit, in dem nicht nur bestimmt wurde, wieviel Cerebrosid 
sich aus dem Aceton abscheidet, sondern auch wieviel im Aceton 
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gelist bleibt, ferner wieviel nach der Acetonextraktion noch 
durch Alkohol erhalten wird, und wieviel auch durch Alkohol nicht 
extrahiert werden kann, also im Riickstand bleibt. Die Bestim- 
mung der Cerebroside geschah durch Wigung der einzelnen 
Fraktionen und durch Ermittelung der in ihnen enthaltenen 
Galaktose. (In manchen Fiillen war nur die letztere Bestim- 
mungsart moglich, da es sich um Gemenge handelte.) 

Das fiir den Versuch benutzte, im Vakuum bis zum kon- 
stanten Gewicht getrocknete Protagon enthielt 11,55°/o Galaktose. 














-Substanz | KMnO, Cu Galaktose Galaktose | 
g ecm mg | mg %0 
1 = -0,2045 46 45,22 24,01 11,74 
2 0,2040 | 4,9 4,23 25,46 11,50 11.55 
3. 0,2333 5,0 50,30 26,78 11,48 
i (),2228 4.78 48,09 25,57 11,48 





In den Bestimmungen 1 und 2 entsprachen 22,76 ccm, in den 
Bestimmungen 3 und 4 22,24 ccm Kaliumpermanganatlisung 223,775 mg Cu, 

Es wurden 4,9145 g dieses Protagons, welches also 0,5676 g 
Galaktose enthielt, mit Barytwasser feinst zerrieben und mit 
300 ccm Barytwasser in einem Jenaer Rundkolben von 500 cem 
in kochendem Wasserbad 2 Stunden erhitzt. Die abgesaugte, 
mit Wasser und zuletzt mit Aceton gewaschene Masse wurde in 
denselben Kolben zuriickgebracht, mit 250 eem Aceton am Riick- 
fluf{kithler ausgekocht und im Heifwassertrichter durch doppeltes 
Filter filtriert und zwar unter Zuriickgiefen der filtrierten Fliissig- 
keit, bis diese ganz klar abfloB. Das Filtrat wurde auf 0° ab- 
gekiihlt. Der Riickstand wurde in den Kolben zuriickgebracht und 
abermals mit 250 ccm Aceton ausgekocht. Diese Operation wurde 
wiederholt, bis das Filtrat auf 0° abgekiihlt keinen Niederschlag 
mehr gab. Nun folgten Auskochungen mit je 250 ccm Alkohol 
in derselben Weise. Der schlieblich hinterbleibende unldsliche 
Riickstand (U. R.) wog nach dem Trocknen 2,0112 g. Er gab 
starke Phosphorsiiure- und starke Baryumreaktion. Die Ab- 
scheidungen verschiedener Auskochungen wurden gemeinsam ab- 
gesaugt, getrocknet und gewogen. Deren Mengen und die Dauer 
der einzelnen Auskochungen sind in der Tabelle zusammenge- 
stellt. Uber die Verarbeitung der Mutterlaugen siehe weiter unten. 
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| 
| 


Menge der | 








Extraktions- Koch- | Abscheidung | | Bemerkungen 
mittel | dauer | _Abscheidung | 
1 Aceton leinigeMin. reichlich | 1,3827¢ (1). 
2 > | > > | weniger | | 
3 > |» » J reichlich | / 0,3479g | 
4 > '3 Stunden gering 1 (2—4) 
5 , \4'/4 >» Spuren | 
6 » 8 6 » | | 
_| ce | ‘ schwache Reaktion 
7 . ‘D'le » » 00445 | 
= ' : auf Baryum. 
8 > 6th > | \ unwiigbare ail 
9! . ts . f Spuren | 
10 Alkohol | le» gering ™ | 0,03 g gaben 
Th ; Mle > : { 0,2992 ¢ | schwache Reaktion 
= (10—11) auf Phosphorsiure 
12 p 6 , : ‘u.deutliche Reaktion 
13 : 6 oe nicht | auf Baryum. 
is 7 wigbare — | 0,0 | 
14 , (7"l4 > | 
_ | ‘| Spuren | | 
15 : 7's» | | 








Aus den vereinigten Mutterlaugen 19 schied sich nach 
dem Einengen auf 100 ccm ein Niederschlag ab, welcher ab- 
gesaugt und getrocknet ein helles Pulver darstellte und 0,2013 g 
wog (M. 1--9a). Das Filtrat davon hinterlieB bei niedriger 
Temperatur eingedampft einen Riickstand in Form schmieriger 
éliger Tropfen, welcher sich in wenig Ather léste, dessen 
fitherische Lésung sich aber auf Zusatz von mehr Ather triibte. 
Getrocknet wog er 0,4383 (M. 1—9b). M. 1--9a und M. 1—9b 
sind frei von Baryum. 

Die vereinigten Mutterlaugen 10—11 hinterliefen beim 
Verdunsten einen Riickstand, welcher getrocknet 0,2214 g wog, 
schwache Phosporsaurereaktion und deutliche Baryumreaktion 
gab (M. 10—11). 

Die vereinigten Fliissigkeiten 12—15 wurden mit ihren 
geringen Abscheidungen eingeengt und hinterliefien einen Riick- 
stand, welcher nach dem Trocknen ein hellgelbes Pulver dar- 
stellte, das schwache Phosphorsiurereaktion und deutliche 
Baryumreaktion gab und 0,3803 g wog (M. 12—15). 

Uber den Galaktosegehalt der einzelnen Fraktionen, welcher 


\t 
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in der beschriebenen Weise bestimmt wurde, gibt die folgende 
Tabelle Auskunft. 



































| Ge- , Fir Be- | Galaktose 
samt- |Stmmung i ‘ 
Fraktion | 5“™"" | beniitzte /KMnO, Cu Galaktose Gesamt- %o der 
Imenge | Menge | | menge | einge- | wieder- 
g g / ccm | mg | mg | %0 g  fiihrten| erhaltenen 
| } | | 
_, 01214 | 3,8 | 37,85]19,7116,24)_ ian 
1 | 1,3827 ae all none 16,68] 0,2306 | 40,63 | = 50,25 
| 0.1515 | 4,95 ati 25,87/17,08 J | 
cersq, 01040 | 3,73 | 36,67] 19,35 18,6 | | 
2-4 | 0,3479 | | | 18,49] 0,06433) 11,33 | 14,02 
| 0,1062 | 3,76 | 36,96]19,5 18,37, 0’ | 
5—9 | 004455 — — | — | — | 18,491) ]0,00822) 145 | 1,79 
10-11 0.2992 0.2490 6,5 63,89)34,35) 13,8 [0.04129 7,27 | 9,00 
M. 1-92 |0,2013, 0.1509 | 3,81 | 37,45]19,.76) 12,4 0,02496, 4,40 5,44 
M.1-9b 0.4383, 0,1678 | 1,7 | 16,71] 8,66 5,16 ].0,02262, 3,99 | 4.98 
M.10—11 |0,2214 0.1771 | 3,3 |32,44]17,07] 9,64  |0,02134 3,76, 4,65 
, 01155 11 |108 | 56) 48 | | | 4 
M.12—15 | 0,3803 ‘ a 7 4,5 |0,01711) 3,01 | 9 3,73 
| 0,1805 | 1,5 | 14,7 | 7,6 | 4,2 | 
. | 0.2389 | 0,67 | 6,59] 34 | 1,42 ae 
U.R. | 2,0112, _ | . 0,02846) 5,02, 6,20 
0.2955 | 0,82 8,06 4,18 1,41 | 
5,3268 | 0,4589 | 80,86 | 100,00 


In allen Bestimmungen entsprachen 22,77 ccm Kaliumpermanganat- 
ldsung 223.775 mg Cu. 

DaB die Summe der einzelnen Fraktionen (5,3268) die 
Menge des angewendeten Protagons iibersteigt, ist ja natiirlich, 
denn es haben sich organische Baryumverbindungen und Baryum- 
carbonat gebildet. Die Menge der wiedergefundenen Galaktose 
(0,4589 g) betraigt nur 80,86°/o derjenigen, welche in dem be- 
nutzten Protagon enthalten war (0,5676 g). Auf ein Defizit 
waren wir gefafit. Daf dasselbe so grof sein wiirde, hatten 
wir nicht erwartet. Es erklirt sich indessen einerseits aus 
der grofen Zahl der einzelnen Operationen, bei denen sich 
trotz sorgfaltigen Arbeitens Verluste nicht ganz vermeiden lassen, 


') Nicht bestimmt, sondern nach Fraktion 2—4 angenommen. 
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und anderseits aus der Ungenauigkeit der Methode bei den Be- 
stimmungen von weniger als 10 mg Galaktose. Um solche geringe 
Galaktosemengen handelte es sich bei verschiedenen Fraktionen, 
besonders bei der Verarbeitung des unloéslichen Restes. Diese 
letztere Fraktion ist natiirlich auch von den Verlusten am 
stiirksten betroffen worden. So diirfte wohl das Defizit im 
wesentlichen auf Rechnung dieser Fraktion zu setzen sein. 

Die Menge der aus den heifien Acetonausziigen sich ab- 
scheidenden Cerebroside war hier wieder ungefahr ebenso grof 
wie in den friiheren Versuchen, d. h. 36,1°'0. In diesen Ab- 
scheidungen sind 53,41°/o der in den Versuch eingefiihrten und 
67,79°/o der wiedergewonnenen Galaktose enthalten. Die iibrige 
Galaktose verteilt sich auf die anderen Fraktionen. Der Prozent- 
gehalt dieser Fraktionen an Galaktose ist aber verschieden, 
bei einigen (10O—11, M. 1—9a) noch ziemlich hoch, bei den 
anderen niedriger. Man ist aber gewib nicht berechtigt, hieraus 
auf die Existenz galaktosearmerer Cerebroside zu schliefen. Der 
niedrige Gehalt diirfte sich vielmehr aus dem Vorhandensein 
von Beimengungen erkliren. In einigen ist ja auch Phosphor- 
siiure und Baryum nachgewiesen worden. 

2. Versuch. Im Anschluf an diesen Versuch sei noch 
aus einem zweiten, der in seinem weiteren Verlauf anderen 
Zwecken diente, einiges mitgeteilt, welches in guter Uberein- 
stimmung mit den eben besprochenen Ergebnissen steht. 

Das bis zum konstanten Gewicht getrocknete Protagon 
enthielt 12,7°/o Galaktose. 

















Substanz KMn0O, Cu | Galaktose | Galaktose 
g | ecm | mg | mg | fo 
arn: ’ 9 4e | QQ As | 97 
).2633 6.0 62,46 | 33,93 | 12,7 


| 
| 


ra ~ 


21,5 cem Kaliumpermanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 

Von diesem wurden 3,2876 g, welche also 0,4175 g 
Galaktose enthielten, mit 300 ecem ges. Barytwasser 1 Stunde 
wie beschrieben erhitzt. Die weitere Behandlung geschah in 
bekannter Weise. Fiir die Extraktion wurde nur Aceton benutzt. 
Alles Weitere ergibt sich aus der Tabelle. 


" 


— 
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— Ge- leas Galaktose 

‘rak- ocn- ; stimmung _. , : ; 

euadl samt- peniitzte KMnO, Cu | Galaktose [Gesait- %/o der 

tion dauer menge Menge menge  einge-| wieder- 

g g ccm | mg} mg °%o g fiihrten’ erhaltenen 

| siieedoe (0.5711, 0.1461 | 4,41 44,96]23,87 16.34 [0.09332 22.35 26.26 

9—4 ear (0.2991, 0,1483 5,15 52,50]28,00,18,88 ] 0.05647. 13,53 | 15.90 

50 ae Stand, | 023569 0.1508 5,2. 53,01/28,27 18.75 | 0,06692 16,03 | 18.83 

: im ganzen Oar _ re ee — O4n 

9..0%7 18 Stund. | (), JODO 18,75 ) 0.0103 6, é 








21,95 ccm der Kaliumpermanganatlésung entsprechen 223,775 mg Cu. 

Die Menge der aus der heifen Acetonlésung sich ab- 
scheidenden Cerebroside betrug 39,0°/o. In diesen Abscheidungen 
sind 54,38 °%/o der in den Versuch eingefiihrten Galaktose 
(0,4175 g) und 63,89 °/o der wiedergewonnenen Galaktose, welche 
0,3553 g!) betrug, enthalten. Die Zahlen liegen den ent- 
sprechenden des vorigen Versuches nahe. 


Uber die Verteilung der Cerebroside auf die einzelnen Fraktionen bei 
dem von uns beniitzten Verfahren zur Aufarbeitung des Gehirns. 

Das Verfahren war folgendes. Der bei 40—50° in diinner 
Schicht und bei starker Ventilation getrocknete Gehirnbrei 
(Rindergehirn) wurde mit groBen Mengen Ather erschépft und zwar 
wurde die Extraktion so lange fortgesetzt, bis bei einer Menge 
von 3—4 kg nur noch 5 g Atherextrakt hinterblieben. Die ab- 
gegossenen und durch Zentrifugieren geklirten Atherausziige 
wurden, zuletzt bei Zimmertemperatur im Vakuum, zu einer 
zaihen schneidbaren Masse von heller Honigfarbe eingeengt. Das 


‘) Diese Zahl ist durch Addition der Werte, welche bei Einzel- 
bestimmungen in den verschiedenen Fraktionen gewonnen wurden, er- 
halten. Da aber im weiteren Verlauf dieses Versuches die Art der 
Fraktionierung eine andere war, so lassen sich nur die in der Tabelle 
angefiihrten Werte mit den entsprechenden des vorigen Versuchs ver- 
gleichen und es interessiert hier nur die Gesamtmenge der wieder- 
gefundenen Galaktose, welche 0,3553 g_ betrug. 
*) Nicht bestimmt, sondern nach Fraktion 5—8 angenommen. 
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trockene Gehirn verlor durch die erschépfende Atherbehand- 
lung 35,5°/o (im Mittel aus zwei Bestimmungen, welche 34,5 
und 36,4°/o ergaben). Es besteht also aus 35,5°/o atherlés- 
lichen Stoffen (Atherextrakt) und 64,5°/o atherunlislichen 
(mit Ather extrahiertes Gehirnpulver). 

Behandlung des Atherextraktes. Eine Menge von 
100 g wurde in einer Glasflasche mit Ather iibergossen, schnell 
geschiittelt, die triibe atherische Fliissigkeit in Zentrifugiergliser 
abgegossen, der Riickstand in der Flasche mit neuen Mengen 
Ather iibergossen, wieder schnell geschiittelt usw., bis der ganze 
Atherextrakt sich in Lésung oder feiner Verteilung in den 
Zentrifugierglisern befand. Die beim Zentrifugieren sich ab- 
scheidenden Bodensi&tze wurden nach ihrer Vereinigung und 
Verteilung in neuem Ather nochmals zentrifugiert und dann ge- 
trocknet und gewogen (Protagon 1). Die abgegossene atherische 
Fliissigkeit wurde wieder eingeengt und der Riickstand nach 
dem Trocknen im Vakuum derselben Atherbehandlung unter- 
worfen. Er lieferte noch eine kleine Menge atherunléslicher 
Substanz, die ebenfalls getrocknet und gewogen wurde (Pro- 
tagon 2). Wegen der geringen Ausbeute wurde von einer noch- 
maligen Wiederholung abgesehen und zunichst die etwas ein- 
geengte iitherische Lésung mit Aceton gefallt, der Niederschlag 
in Ather gelist und die Fallung mit Aceton wiederholt. Wahrend 
die Mutterlaugen zur Gewinnung von Cholesterin dienten und 
nach Entfernung der Hauptmenge einen mit Cholesterinkrystallen 
durchsetzten Sirup hinterlieSen (Mutterlauge 1), wurde der Nieder- 
schlag nach dem Trocknen im Vakuum wiederum in der oben 
beschriebenen Weise mit Ather geschiittelt. Es gelang jetzt (nach 
Entfernung des Cholesterins) nochmals eine Abtrennung in Ather 
unléslicher Substanz, welche getrocknet und gewogen wurde 
(Protagon 3). Die eingeengte atherische Lésung wurde wieder 
mit Aceton gefiallt, die Fallung erwies sich aber nun als in Ather 
nahezu vOllig liéslich. Nach noch zweimaliger Wiederholung 
von Lésung und Fallung wurde der Acetonniederschlag getrocknet 
und gewogen (Phosphatid), die Mutterlaugen wurden vereinigt. 
Aus ihnen lieB sich noch etwas Cholesterin gewinnen. Zuletzt 
blieb ein Sirup zuriick (Mutterlauge 2). Protagon 1 und 2 wurden 
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vereinigt und wogen nach dem Trocknen 6,050 g, Protagon 3 
wog nach dem Trocknen 1,309 g und das Phosphatid nach dem 
Trocknen 38,6 g. Sie wurden ebenso wie die Mutterlaugen 1 und 2 
der Galaktosebestimmung unterworfen mit folgenden Resultaten. 


} | | | 





ET ET EE RE Re DE Ee ee 
| Ge- | Fiir Be- | | | | Galaktose 
Petia istimmung a ea r Gesamt- 
Substanz | Sé beniitzte in Cu — Galaktose Ss 
g g 'cem | mg | mg | % | g 
} | | | | 
| | 0,2245 | 3,87 | 37,98} 20,04 | 8,93 
Protagon |g gq) 02249 ii bibiited S| 875 0,5294 
fund? | | 0.2139 | 3,55 | 34,84| 18,36 | 8,58 | 
Protagan | 1,309| an ee oe 2 | 0.1145 
3 | | | 
: 1.2529 | 6,05 | 59,38! 31,81 | 2 54 | 
Phos- | 3e6 | — : | 25 | 0.9650 
phatid — 14074 6,57 | 64,48} 34,71 | 2,47 | 





Mutter- | Auch bei Beniitzung grofer Mengen nachHydrolysieren) 4 ¢ 


lauge athe ee 
: wae @ keine Reduktion 4.6089 


22,8 ccm der Kaliumpermanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 

Das Atherextrakt enthielt 1,68°/o Galaktose. 

0,5588 g verbrauchen 1,85 ccm KMnO,-Lésung, entsprechend 18,16 mg 
Cu und 9,4 mg Galaktose = 1,680. 

Es sind also 95,7°/o wiedererhalten worden. 


Behandlung des mit Ather extrahierten Gehirn- 
pulvers. 100g wurden mit 1000 ccm 85°/oigem Alkohol ver- 
rieben und unter bestindigem Umschiitteln auf dem Wasserbad 
allmahlich zum Sieden erhitzt, einige Minuten im Sieden er- 
halten und dann durch Heif}wassertrichter abfiltriert. Das Filtrat 
wurde nach dem Erkalten von dem entstandenen Niederschlag 
abgesaugt und mit dem Pulver in den Kolben zuriickgebracht. 
Dieses Verfahren wurde mehrmals wiederholt. Nach jedem 
Filtrieren zerrieben wir das Pulver in der Reibschale aufs 
neue, so daf es schlieSlich ganz mehlig war. Fir das quan- 
titative Zuriickbringen des Pulvers in den Kolben bedurfte es 
jedesmal etwas neuen Alkohols, der gleichzeitig den verdun- 
steten ersetzte. Es wurden so vier Ausziige hergestellt, von 





’) Nicht bestimmt, sondern nach Protagon 1 und 2 angenommen, 
da die Bestimmungen verunglickten. 
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denen der 2. und 3. noch Abscheidungen gaben, der 4. nur 
im Eisschrank noch eine geringe Triibung, die bei Zimmer- 
temperatur wieder verschwand. Die Mutterlauge wurde ab- 
destilliert und zuletzt im Vakuum zur Trockne gebracht (Trocken- 
riickstand 1). Das Hirnpulver wurde nun noch zweimal mit 
je 1000 cem Alkohol je 7 Stunden ausgekocht. Die Filtrate, 
welche auch im Eisschrank keine Triibung zeigten, wurden 
abdestilliert und ebenfalls im Vakuum zur Trockne gebracht 
(Trockenriickstand 2 und 3). Uber die Menge der einzelnen 
Protagonabscheidungen und Trockenriicksténde, die alle bis 
zum konstanten Gewicht im Vakuum getrocknet worden waren, 
und tuber die in ihnen enthaltenen Galaktosemengen gibt die 


nachstehende Tabelle Auskunft. 




















Ge-  Fiir Be- | | | Galaktose 
. stimmung Galak- | Cas 
Substanz | 5®™>  peniitzte |KMn0,) Cu | tose | Galaktose | “esamt- 
-menge, Menge | | | | menge 
| ” | | 
g g ccm | mg/ mg | °/o g 
wal er, _—— 
0,2250 | 5,48 | 53,79) 28,68 12,75 — 
Protagon 1 {12,443 7 i | | 12.71; 1,5815 
| | 0,2360 | 5,71 | 56,04) 29,91 |12,67 
| | | 
| 0.3390 | 82 | 80,48 43,81 12,92 _—— 
Protagon 2 | 4,6324 7 | 12,86) 0,5957 
| 0.3597 | 86 | 84,41 | 46,06 |12,80 | 
_.| 0,2352 | 4,0 | 39,26 20,75) 882 ..) 9. 
Protagon 3 | 2,6605 | | | 8,86} 0,2360 
' | 0,2264 | 3,9 saad 20,2 | 8,92 
Protagon 4|01 | — —|—| — | 8,861) | 0,0089 
| i | 
Trocken- | op. 
riickstand 1 | 8:78 
ine | 
Trocken- | 4 4 -reduzieren nach der Hydrolyse nicht. 
riickstand 2 | ~’ 
Trocken- l org ee 
riickstand 3 | ~?” 2,4221 





22.8 ccm der Kaliumpermanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 
Der folgende Versuch, den wir in derselben Weise mit 


100 g mit Ather extrahierten Gehirnpulvers durchfiihrten, nur 
mit dem Unterschied, daf nur eine dreimalige Auskochung mit 
Alkohol erfolgte, und daf die Untersuchung des Filtrates, scwie 


') Nach Protagon 3 angenommen. 
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die Behandlung mit neuem Alkohol unterblieb, fiihrte zu dem- 
selben Ergebnis. Er sei in abgekiirzter Form mitgeteilt. 


EF 








Setetesn | Gesamtmenge | Galaktose | nage 
| ing =| om |g 
Protagon1 =| ~—‘11,84 13,7 | 1,622 
Protagon 2 | 5,76 12,23 | 0,703 
Protagon 3 | 2,49 9.8 | 0,228 
| 9005 | | 2.553 


In dem Atherextrakt sind also 1,6089°/o und in dem mit 
Ather extrahierten Gehirnpulver 2,4221°/o (unter Benutzung 
der Resultate des ersten der beiden angefiihrten Versuche) Ga- 
laktose enthalten. Aus diesen Zahlen und aus dem relativen 
Verhaltnis von atherloslichen und datherunléslichen Stoffen im 
trockenen Gehirnpulver ergibt sich, daB 100 g trocknes Gehirn- 
pulver 2,1334 g Galaktose enthalten,!) und da von diesen 
0,5711 g (26,76°/o) in den Atherextrakt iibergehen, wiihrend 
1.5622 g (73,24°/o) zuriickbleiben und in den Alkoholauszug 
iibergehen. Dem Atherextrakt lassen sich noch 0,2286 g 
(10,71°/o) entziehen. 

Da8 Protagon in den Atherauszug mit eingeht, ist eine 
seit langem bekannte Tatsache. Wir hatten aber nicht er- 
wartet, dafi die Menge eine so grofe sein wiirde. 

Auch das fiir diese Untersuchungen benutzte Ausgangs- 
material verdanken wir der Freigebigkeit der Direktion der 
Farbenfabriken vorm. Friedr. Bayer & Co. in Elberfeld. 


') Es ist dabei angenommen, dafi durch 85°/oigen Alkohol alle 
Cerebroside dem Gehirnpulver entzogen werden. 
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Uber das Verhalten des Hefegummis im tierischen Organismus. 
Von 


Friedrich Simon-Berlin. 





(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1912.) 


Nachdem W. V6ltz!) sowie V6ltz und Baudrexel?) 
schon friiher Untersuchungen iiber die Verwertung der Hefe- 
eiweiBkOrper im tierischen und menschlichen Organismus ange- 
stellt hatten, berichteten V6ltz und Baudrexel®) kiirzlich 
iiber weitere Versuche, die die Verdaulichkeit der organischen 
Substanz und der einzelnen N-freien Nihrstoffe der Hefe zum 
Gegenstande hatten. Als Resultat ihrer Untersuchungen, die 
am Menschen wahrend einer «Grundregimeperiode» und einer 
Hefeperiode (von 4 Tagen mit taglicher Aufnahme von je 
100 g entbitterter Hefe) angestellt wurden, konnten die Au- 
toren feststellen, daB von den Nihrstoffen der Hefe 


die organische Substanz zu rund 90°/o 


das Eiweib » > 86 °/o 
das Rohfett » > 70 °/o 
die Rohfaser » > 40 °/o 


die N-freien Extraktstoffe » » 100°/o 


resorbiert wurden. Unter «stickstofffreien Extraktstoffen» ver- 
stehen V6ltz und Baudrexel: Organische Substanz — (Rohpro- 
tein ++ Rohfett -- Rohfaser). Zu diesen stickstofffreien Extrakt- 
stoffen wird man also auch das zuerst von E. Salkowski*) 


') W. Véltz, Pfligers Archiv, Bd. 107, S. 388, 1905. 

*) W. Véltz und A. Baudrexel, Biochem. Zeitschrift, Bd. 30, 
S. 457, 1911. 

8) W. Véltz und A. Baudrexel, Biochem. Zeitschrift, Bd. 31, 
S. 365, 1911. 

*) Salkowski, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 27, S. 499 (1894). 
sowie Du Bois-Reymonds Archiv f, Physiol., 1890, S. 555. 
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als einheitlichen Korper') isolierte Hefegummi zu rechnen 
haben. Da nun der Gehalt der Prefhefe an Hefegummi (auf 
Grund einer von Salkowski?) selbst angegebenen Modifikation 
seiner urspriinglichen Darstellungsmethode) zu itiber 5°/o an- 
genommen werden kann, so miissen wéhrend des oben an- 
gefiihrten Stoffwechselversuches von Véltz und Baudrexel 
innerhalb der viertiigigen Hefeperiode von der Versuchsperson 
mindestens 20 g Hefegummi aufgenommen und «zu rund 100°/o» 
resorbiert worden sein. Dieses Verhalten erscheint nun keines- 
wegs ganz selbstverstindlich, da ja das Hefegummi, wie Sal- 
kowski) nachweisen konnte, weder durch Garung noch durch 
Autolyse zerlegt wird, noch auch sonst durch irgend ein hydro- 
lytisches Ferment angreifbar ist. 

Die Resistenz gegen Giirungsenzyme und alle anderen 
im Magen- und Darmkanal vorkommenden Fermente wurde in 
der ilteren physiologisch-chemischen Literatur auch immer zur 
Erklarung der angeblich mangelnden Resorbierbarkeit des ara- 
bischen Gummi angefihrt. In der Tat wird in der alteren 
physiologisch-chemischen Literatur von verschiedenen Autoren 
iiber Tierversuche berichtet, bei denen die verfiitterten Mengen 
von Gummi arabicum fast vollsténdig und unverdndert in den 
Faeces wiedergefunden worden waren. Eine gegenteilige Be- 
obachtung hatte Jos. Bauer*) zu verzeichnen, der einem Hunde 
an drei Versuchstagen zusammen 174,8 g Gummi (als wiisserige 
Lésung) in den Magen einfiihrte und die darauf abgesetzten 
Faeces mit Wasser behandelte. Die Fliissigkeit wurde abkoliert 
und eingedampft. Aus dem Gewichte des trockenen Riickstandes 
berechnete Bauer, daf das verfiitterte Gummi zu mindestens 
46°/o resorbiert worden ware. Wenn nun auch die mit dieser 
Methode gewonnenen Resultate keinen Anspruch auf gr6Bere 
Genauigkeit machen kdnnen, so geht doch aus dem Versuchs- 


') Siehe W. Meigen und A. Spreng, Diese Zeitschrift, Bd. 55, 
S. 48 (1908). 

*) Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 470 (1910). 

5) Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 466 (1910). 

*) Bauer, Zeitschrift f. Biologie, Bd. 10, S. 65 (1874). 


15* 
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nicht unbetriichtlicher Anteil des verfiitterten Gummis ausgenutzt 
worden war. Allerdings bleibt die Frage offen, ob das aus 
dem Darm verschwundene Gummi arabicum als solches oder 
erst nach seiner (supponierten) enzymatischen bezw. bakte- 
riellen Uberfiihrung in Arabinose resorbiert wurde. Nimmt man 
den zweiten Vorgang als wahrscheinlich an, so wirde hinsichtlich 
des Hefegummis die Umwandlung der Mannane und Dextrane 
innerhalb des Darmtractus in die entsprechenden Zucker und 
deren Verhalten im tierischen Organismus in Frage kommen. 
Denn Salkowski hatte bereits bei seinen ersten Unter- 
suchungen') iiber die Kohlenhydrate der Hefe gefunden, dab 
das Hefegummi durch Sauren in einen girungsfahigen, schwach 
rechtsdrehenden Zucker tibergeht, und konnte spiater?) in dem 
so gebildeten Zucker unzweifelhaft Mannose durch Reindar- 
stellung des Hydrazons nachweisen. Dieser Befund wurde dann 
zunichst durch Oshima’) bestatigt, der bei der Saurehydrolyse 
aus Hefegummi hauptsiichlich d-Mannose neben wenig d-Glukose 
erhielt. Auch Meigen und Spreng‘) konnten zeigen, dal 
das Hefegummi bei der Hydrolyse nur Mannose und Dextrose 
liefert und (nach dem Salkowskischen Verfahren dargestellt) 
als ein einheitlicher KOrper anzunehmen ist, und zwar als ein 
Dextromannan, in dem doppelt so viel Mannan wie Dextran 
enthalten ist. Neuerdings haben noch Euler und Fodor’) ein 
durch Autolyse von Hefe gewonnenes Gummi der Saurehydrolyse 
unterworfen und als Spaltungsprodukte ebenfalls Mannose und 
Glukuse aufgefunden. Uber die Resorption und Verwertung der 
Mannose im tierischen Organismus sind einige experimentelle 
Erfahrungen in der Literatur niedergelegt. So konnten Schuster 
und Liebscher®) nach Verfiitterung von SteinnuBspéhnen an 
Merinoschafe einen reichlichen Fettansatz beobachten und 


') Salkowski, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 27, S. 501 (1894). 

?) Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 312 u. 313 (1900/01). 

*) Oshima, Diese Zeitschrift, Bd. 36, S. 42. 

*) Meigen und Spreng, Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 48. 

°) Euler und Fodor, Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 339 (1911) 

*) Schuster und Liebscher, Landwirtschaftl. Jahrb., Bd. 19, 
S. 143 —148. 


= 
ee 








Uber das Verhalten des Hefegummis im tierischen Organismus. 221 


glaubten, diese Fettbildung auf eine entsprechende Ausnutzung 
und Verwertung der SteinnuBcellulose zuriickfiihren zu miissen, 
einer Cellulose, die — analog den Verhialtnissen bei der kiinst- 
lichen Saéurehydrolyse — auch wohl im Tierkorper in Mannose 
umgewandelt werden diirfte. Ferner fand Rosenfeld,!) dab 
an Hunde verfiitterte Mannose 25—50°/o Glykogen lieferte und 
im Harn zu 21—25°/o wiedererschien. Speziell d-Mannose be- 
wirkt nach den Versuchen von Cremer?) deutliche Glykogen- 
ablagerung, wenn auch nicht in dem Mafe wie Traubenzucker 
und Liavulose, die auch nicht so leicht wie die d-Mannose in 
den Harn tibergehen. Im Gegensatz zur Dextromannose werden 
die I~ und i-Mannose, wie Neuberg und Mayer’®) feststellten, 
weniger gut ausgenutzt, jedoch ebenfalls fiir die Glykogen- 
bildung verwertet. Uber die Ausnutzung des Dextrans, das 
hier als zweiter Bestandteil des Hefegummis von Interesse ist, 
liegen Untersuchungen von Saiki,*+) sowie Myers und Mac 
Arthur®) vor. Diese Autoren fanden, dafi bei Verfiitterung 
von Cetraria islandica (teils als Extrakt, teils getrocknet und 
gepulvert) die Kohlenhydrate (Dextrane) von Hunden nur zu 
einem sehr geringen Teile, von Menschen fast gar nicht re- 
sorbiert wurden. Von den Spaltungsprodukten des Hefegummis 
wiirde also vornehmlich die Mannose fiir die Ausnutzung im 
tierischen Organismus in Betracht kommen — allerdings unter 
der Voraussetzung einer fermentativen Angreifbarkeit des Hefe- 
gummis, zu deren Annahme wir freilich bisher nicht berechtigt 
sind. Deshalb erscheint der aus den Versuchsergebnissen 
von V6ltz und Baudrexel zu entnehmende Befund einer voll- 
stiindigen Resorption des verfiitterten Hefegummis sehr be- 
merkenswert. Da nun m. W. das Verhalten des Hefegummis 
im tierischen Organismus tiberhaupt bisher nicht beachtet 
worden ist, folgte ich sehr gern der Anregung des Herrn Ge- 








1) Rosenfeld, Zentralbl. f. inn. Medizin, Bd. 21, S. 177—189. 

2) Cremer. Zeitschrift f. Biologie, Bd. 29, S. 484—553. 

5) Neuberg und Mayer, Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 5830—544. 
4) Saiki Zitiert nach Swartz, Transact of the 
*) Myers und MacArth wil Connecticut Academy of Arts and 
Sciences, Vol. 16, S. 247—382. — 1911, S. 303. 
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heimrats Salkowski zur Bearbeitung des vorliegenden Themas 
und erlaube mir, demselben auch an dieser Stelle fiir das dieser 
Untersuchung gewidmete freundliche Interesse bestens zu danken. 

Das fiir die folgenden Versuche ben6tigte Hefegummi wurde 
aus Prebhefe sowohl nach der urspriinglichen Methode Sal- 
kowskis als auch nach dem von ihm selbst modifizierten Ver- 


fahren (I. c.) dargestellt. 


I, Ausnutzungsversuch am Kaninchen. 


Kin 2080 g schweres gesundes Kaninchen, das zuvor 
mehrere Tage hindurch mit Kohlrabi (taéglich 500 g) gefiittert 
worden ist, erhilt mit der Schlundsonde eine wisserige LOsung 
von 0,9107 g Hefegummi (bis zur Gewichtskonstanz getrocknet). 
Wihrend der niichsten 7 Tage wird der Harn des Kaninchens 
taiglich untersucht. Er erweist sich stets als eiweifi- und zucker- 
frei; der (durch Erhitzen mit Natronlauge und folgende Fil- 
tration von Phosphaten befreite) Harn gibt nie eine Triibung 
oder einen Niederschlag mit Fehlingscher Losung. Unver- 
iindertes Hefegummi wird also mit dem Harn nicht ansgeschieden. 
Die wiihrend der sieben, auf die Hefegummidarreichung fol- 
genden Tage abgesetzten Faeces werden gesammelt, auf dem 
Dampfbade getrocknet und gepulvert. Ihr Gesamtgewicht be- 
triigt (in lufttrockenem Zustande) 27 g. Diese 27 g werden 
mit 450 cem Wasser!) in einer Schale verrieben und einige 
Zeit im Sieden erhalten. Nach dem Erkalten wird das Gemisch 
im Mefzylinder zum Volumen von 600 ccm mit Wasser auf- 
gefiillt. Am néachsten Tage wird filtriert. Vom Filtrate werden 
465 ecm abgemessen, auf dem Wasserbade eingeengt und dann 
mit 20 cem Fehlingscher Losung unter Umrihren versetzt. 
Das weitere Verfahren schlieBt sich genau an die Vorschriften 
an, die Salkowski®) fiir die Bestimmung des Gummigehaltes 


‘) Eine Behandlung der Faeces mit wiasseriger Natronlauge war 
nicht zulassig, da entsprechende Vorversuche mit Faeces von Kaninchen, 
die einfach mit Kohlrabi gefiittert worden waren, zeigten, dafs aus solchen 
Kohlrabifaeces Verbindungen (Xylan) in die alkalische Lésung tibergingen, 
die mit Fehlingscher Lisung dicke Niederschlaige und dann entsprecherde 


Gummifallungen gaben. 
*) Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 309 (1900/1901). 
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im «Invertin» der Hefe gegeben hat. Nach dieser Methode 
werden in 465 ccm des Filtrates 0,0114 g Hefegummi wieder- 
gefunden. Von den verfiitterten 0,9107 g Hefegummi waren 
also 0,0147 g = 1,61°/o nicht resorbiert worden. 


II, Ausnutzungsversuch am Hunde. 


Ein 18 kg schwerer gesunder Hund, der zuvor mehrere 
Tage hindurch mit Fleisch und Fett (taglich 600 g gekochtes 
Pferdefleisch +- 50 g Speck) gefiittert worden ist, erhilt am 
28. VI. — seiner tiglichen Ration beigemischt — eine wiisserige 
Losung von 3,2404 g Hefegummi (bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet). Das Futter mit dem beigemischten Hefegummi 
wird vollstandig verzehrt. An diesem und den folgenden 5 Tagen 
wird der Harn immer eiweiffrei gefunden. Er gibt stets beim 
Kochen mit Fehlingscher Loésung eine deutliche, allerdings 
etwas zOgernd einsetzende Reduktion; die Girungsprobe erweist 
den Harn jedoch regelmabBig als zuckerfrei. Der (durch Erhitzen 
mit Natronlauge und Filtration von Phosphaten befreite) Harn 
gibt mit Fehlingscher Losung nie eine Triibung oder einen 
Niederschlag. Unverandertes Hefegummi findet sich also als 
Bestandteil des Harnes wiihrend der Beobachtungszeit nicht 
vor. Am 3. VII. 11 setzt der Hund zum ersten Male (also 
) Tage) nach der Hefegummidarreichung Faeces ab. Diese 
werden gesammelt, auf dem Dampfbade getrocknet und ge- 
pulvert. Ihr Gesamtgewicht betragt (in lufttrockenem Zustande) 
49 g. Die weitere Verarbeitung der Faeces zur Bestimmung 
des nicht resorbierten Hefegummis geschieht nach dem oben 
beschriebenen Verfahren — mit dem einzigen Unterschiede, 
daB die Faeces nicht (wie beim Kaninchenversuche) nur mit 
Wasser, sondern mit 3°/oiger wiésseriger Natriumhydratlisung 
gekocht werden. Es wurden wiedergefunden: 0,03368 g Hefe- 
gummi. Von dem verfiitterten Hefegummi waren also 1,04°/o 
der Resorption entgangen. Zur Epikrise der beiden vorstehenden 
Versuche sei zundchst bemerkt, daB die hier zur Anwendung 
gebrachte und von Salkowski (lI. c.) urspriinglich fiir das 
«Invertin» der Hefe ausgearbeitete Methode der Hefegummi- 
bestimmung gerade unter den bei den Faeces vorliegenden 
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Bedingungen keine gut iibereinstimmenden Resultate zu liefern 
scheint, wie verschiedene (mit normalen Hunde- und Kaninchen- 
faeces bei willkiirlichem Zusatz gewogener Hefegummimengen 
angestellte) Blindversuche gelehrt haben. Wenn es demnach 
auch nicht angehen wird, bestimmte Zahlenangaben iiber die 
Resorptionsgr6Be des Hefegummis zu machen, so wird man doch 
auf Grund der vorstehenden Versuche annehmen diirfen, dai 
sowohl beim Hunde wie beim Kaninchen das verfiit- 
terte Hefegummi zu einem gewissen und wahrschein- 
lich sogar ziemlich betrachtlichen Teile resorbiert 
werden kann. Diese Annahme wiirde dann mit den anfangs 
erwahnten Angaben von V6ltz und Baudrexel, die eine rest- 
lose Verwertung der in der Hefe enthaltenen N-freien Extrakt- 
stoffe beim Menschen feststellen konnten, einigermafien iiber- 


einstimmen. 


III. Versuche tiber die Vermehrung des Leberglykogens nach Ver- 
fitterung von Hefegummi an Kaninchen. 


A. Ohne vorhergehende Adrenalininjektionen. 


Zwei gesunde Kaninchen werden vier Tage hindurch mit 
je 500 g Kohl tiiglich geftittert. 12 Stunden nach der letzten 
Fiitterung erhiilt das eine Kaninchen (Haupttier) mit der Schlund- 
sonde 8,8756 g Hefegummi (bis zur Gewichtskonstanz getrocknet). 
Der darauf entleerte Harn ist eiweif- und zuckerfrei und gibt 
(nach Entfernung der Phosphate) keinen Niederschlag mit 
Fehlingscher Lisung. Am folgenden Tage werden beide Tiere 
(also 36 Stunden nach der letzten Fiitterung, das Haupttier 
24 Stunden nach der Gummidarreichung) get6Otet und die Lebern 
sofort entnommen. Gewicht des Haupttieres = 2640 g, seiner 
Leber = 76,5 g. Gewicht des Kontrolltieres = 2020 g, seiner 
Leber = 59 g. Von der Leber des Haupttieres werden 66 g, 
von der des Kontrolltieres 56,5 g zur Glykogenbestimmung 
genommen. Der Leberbrei wird zunichst bei schwach essig- 
saurer Reaktion mit dem zehnfachen Volumen Wasser aus- 
gekocht. Der wiisserige Auszug wird durch Papier filtriert. 

Diese Auskochung und Filtration werden dreimal wieder- 
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holt. Die vereinigten Ausziige werden eingeengt, mit Salzsdure 
versetzt, darauf abwechselnd mit Briickeschem Reagens und 
mit Salzsiure gefillt, schlieBlich filtriert. Das Filtrat wird mit 
dem doppelten Volumen 90°/oigen Alkohols gefillt. Der Nieder- 
schlag wird auf ein getrocknetes und gewogenes Filter ge- 
sammelt, zuerst mit verdiinntem, dann mit absolutem Alkohol 
und Ather gewaschen, getrocknet und gewogen. Die Gewichte 
dieser Niederschlige betragen (auf je 56,5 g Leber berechnet) 

beim Hauptversuch 1,6009 g 

»  Kontrollversuch 0,076) » 

Die bei der Auskochung mit Wasser verbliebenen Riick- 
stinde des Leberbreies werden in Kolben iibertragen und 
— nach Pfliigers bekannten Vorschriften — mit dem gleichen 
Volumen 60°/oiger Kalilauge 2 Stunden hindurch in siedendem 
Wasserbade gehalten. Nach dem Erkalten werden die dick- 
fliissigen LOsungen mit Salzsdure neutralisiert und filtriert. Die 
Filtrate werden mit Salzséure und Briickeschem Reagens 
nochmals gefallt und wieder filtriert. Die (durch das Filter 
passierende Quecksilberverbindungen) getriibten Filtrate werden 
mit Alkohol gefillt. Die entstehenden Niederschlige werden 
in heifem Wasser gelOst und unter Zusatz von Salzsiure im 
Wasserbade 3 Stunden lang hydrolysiert. Die nunmehr erhal- 
tenen Zuckerldsungen werden neutralisiert und mit dem Polari- 
meter untersucht. Aus den so bestimmten Zuckermengen lief 
sich fiir die bereits ausgekochten Leberriickstiinde noch ein 
Glykogengehalt von 0,5643 g beim Hauptversuch und von 
0,1055 g beim Kontrollversuch (auf je 56,5 g des frischen Leber- 
breies bezogen) berechnen. Die Gesamtmenge des in beiden 
Lebern (in je 56,5 g) nachgewiesenen Glykogens betrug also 

beim Hauptversuch 2,1652 g 
Kontrollversuch 0,1820 » 


B. Mit vorhergehenden Adrenalininjektionen. 


Der Zweck dieser Versuchsanordnung bestand darin, den 
(nach dem vorigen Versuch zu erwartenden) selbst nach 36 stiin- 
diger Karenz noch ziemlich betriichtlichen Glykogengehalt in 
der Leber des Kontrolltieres doch Adrenalininjektionen herab- 
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zusetzen. Nach dem Vorgange von Blum sowie Gatin- 
Gruzewska konnte nimlich Agadschanianz!) feststellen, 
dafi in den Muskeln von mit Adrenalin intraperitoneal gespritzten 
Kaninchen niemals eine Spur, in ihren Lebern bei einigen Ver- 
suchen ebensowenig Glykogen nachzuweisen war. Der Ver- 
such wurde also in folgender Weise angeordnet. Ein Kaninchen 
(Haupttier) erhalt nach 24stiindiger Karenz eine intraperitoneale 
Injektion von 6,5 ccm einer ! 2°/oigen Adrenalinldsung = ca. 1 mg 
Adrenalin pro Kilogramm (Gewicht des Tieres am Injektions- 
tage = 3170 g). Der am folgenden Tage entleerte Harn re- 
duzierte Fehlingsche Lisung (ohne Ausscheidung von Kupfer- 
oxydul). Nach weiteren 24 Stunden der Karenz erhilt das 
Tier mit der Schlundsonde 9,2825 g Hefegummi (zur Gewichts- 
konstanz getrocknet) in wisseriger Loésung. Am vierten Tage 
(Gewicht des Tieres = 2830 g), also nach 72 sttindigem Hungern, 
wird das Tier getétet und die Leber sofort entnommen. Von 
der Leber (78,8 g) werden 68 g zur Glykogenbestimmung ge- 
nommen. 

Kin zweites Kaninchen (Kontrolltier) erhalt nach 24stiin- 
digem Hungern eine intraperitoneale Injektion von 6 ccm einer 
'/2°/oigen Adrenalinlésung = ca. 1 mg Adrenalin pro Kilo- 
gramm (Gewicht des Tieres am Injektionstage = 2850 g). Der 
am folgenden Tage entleerte Harn reduzierte Fehlingsche 
Loésung nur schwach. Nach weiteren 48 Stunden wiegt das 
Tier 2410 g und wird nun (also nach 72stiindiger Karenz) 
getétet. Von der frisch entnommenen Leber (71,5 g) werden 
65 g zur Glykogenbestimmung benutzt. Diese Bestimmungen 
werden in der beim vorigen Versuche A beschriebenen Art 
durchgefiihrt und ergeben fiir je 65 g Leber einen Glykogen- 
gehalt von 0,372 g beim Hauptversuch und von 0,0637 g beim 
Kontrollversuch. 

Zur Epikrise der letzten Versuchsreihe sei zuniichst auf 
die Wirkung der intraperitonealen Adrenalininjektionen hinge- 
wiesen, die zwar ihren eigentlichen Zweck, die Verminderung 
des Leberglykogens bei dem Kontrolltiere erreichten, gleich- 





'‘) Agadschanianz, Biochem. Zeitschrift, Bd. 2, S. 148. 
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zeitig aber auch bei dem Haupttiere — wohl infolge protra- 
hierter Wirkung — eine stirkere Ablagerung von Leberglykogen 
nach der Hefegummidarreichung verhinderten. Gleichwohl ist 
in beiden Versuchen A und B eine deutliche Vermehrung 
des Leberglykogens bei den mit Hefegummi gefiitterten 
Kaninchen gegeniiber den Kontrolltieren festzustellen; 
und zwar betragt im Versuche A das Verhiiltnis des Leber- 
glykogens des Haupttieres zu dem des Kontrolltieres 11,9: 1, 
im Versuche B 5,8: 1. Daf nun die in beiden Versuchen zur 
Wagung gebrachten Niederschlage tatsachlich ihrer Hauptmasse 
nach aus Glykogen bestanden, geht aus ihrer Beschaffenheit 
und aus ihren Reaktionen hervor. Diese Niederschlige stellen 
nimlich weife, kreidige Massen dar, die beim Erhitzen auf 
dem Platinblech nur einen ganz geringen weiBen Riickstand 
hinterlassen. Die Massen sind in Wasser mit leichter Opalescenz 
ldslich. Die Losung gibt ausgeprigte Jodreaktion auf Glykogen 
und nach dem Alkalisieren keine Fiillung mit Fehlingscher 
LOsung, ist also frei von Hefegummi. Wird die Lésung mit 
Salzsdure erhitzt oder mit Speichel einige Stunden bei 38—40° 
digeriert, so laft sich neugebildeter Zucker in Mengen leicht 
nachweisen. 

Zusammenfassend laft sich also aus den Ergebnissen der 
vorliegenden Versuche feststellen, dafi verfiittertes Hefe- 
gummi nicht nur aus dem Darmtractus des Hundes und 
Kaninchens zum groften Teile resorbiert wurde, 
sondern auch bei den so geni&hrten Kaninchen eine 
deutliche Vermehrung des Leberglykogens gegentiber 
den entsprechenden Kontrolltieren bewirkte. Mit diesem 
Befunde bleiben freilich noch die Fragen ungeldst, ob das 
Hefegummi als solches oder erst nach voraufgegangener Hy- 
drolyse durch die Fermente und Bakterien des Darmkanals 
resorbiert oder an einer anderen Stelle und durch andere Ein- 
fliisse des Tierkérpers in Mannose bezw. Dextrose umgewandelt 
wurde, um dann den Glykogenbestand der Leber zu vermehren. 
Da8 die Wirksamkeit der intestinalen Verdauungsfermente bei 
der AufschlieBung des Hefegummis kaum in Betracht kommen 
diirfte, geht schon aus den anfangs erwéhnten Erfahrungen 
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Saikowskis (Il. c.) hervor und wird neuerdings durch die 
Untersuchungen von Mary Davies Swartz!) tiber den Einflu8 
von Bakterien und Fermenten auf verschiedene Pentosane, 
Mannane, Lavulane und Galaktane bestiatigt. Diese Stoffe ver- 
hielten sich niimlich (mit wenigen Ausnahmen) gegentiber der 
Einwirkung verschiedener Fermente vollstaéndig refraktir; be- 
sonders konnte nach 24 stiindiger Digestion eines Salep-Mannans 
mit Speichel, Malzdiastase, Takadiastase, pankreatischem, Darm- 
und Magensaft keine Spur reduzierenden Zuckers nachgewiesen 
werden. Dagegen wurde das Salep-Mannan durch aérobe und 
anaérobe Kulturen von Schmutz- und Faecesbakterien sowie 
durch Kulturen von B. anthracis symptom. und B. oedemat. 
malign. unter Bildung reduzierenden Zuckers invertiert. In 
Ubereinstimmung mit diesen experimentellen Befunden stehen 
die Ergebnisse der Fiitterungsversuche, die Swartz mit den 
genannten Stoffen an Menschen und Hunden anstellte. Hier 
zeigte sich niémlich, daf die von Bakterien sehr leicht an- 
greifbaren «Hemicellulosen» (wie gewisse Pentosane und das 
Salep-Mannan) fast vollstandig (durchschnittlich 99°/o) aus dem 
Darmkanal verschwanden, wihrend gewisse Galaktane, die sich 
gegen Bakterien duBerst resistent verhielten, beim Menschen 
nur zu durchschnittlich 25°/o und bei Hunden zu 45°/o resor- 
biert wurden. 

Es liegt nahe, diese Erklérung, welche eine leichte Még- 
lichkeit hydrolysierender Bakterienwirkungen (bei erheblicher 
Resistenz gegen Verdauungsenzyme) zur Voraussetzung einer 
ausreichenden Resorption der «Hemicellulosen» macht, auch 
fiir die hier festgestellte gute Ausnutzung des Hefegummis heran- 


zuziehen. 


') Swartz, Nutrition Investigations on the carbohydrates of Lichens 
etc. (Transactions of the Connecticut Academy of Arts and Sciences, 
Vol. 16, S. 247—382, 1911). 





Die Immunisierung gegen Kalbslab. 
Von 


S. G@. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1912.) 


In dieser Zeitschrift habe ich friiher tiber Versuche be- 
richtet, aus welchen folgendes hervorgeht:?) 

1. Die Magenschleimhaut von Kalb, Meerschweinchen, 
Hecht und Schwein enthalt neben dem Lab auch eine labungs- 
hemmende Substanz. Das Lab kommt besonders nach der 
Behandlung der neutralen Infusion der Schleimhaut (des Lab- 
zymogens) mit Salzsdéure und Neutralisieren zum Vorschein, 
die hemmende Substanz nach Behandeln mit schwachem Am- 
moniak und Neutralisieren. Letztere wird durch Behandlung 
mit schwacher Salzsiiure unter Freiwerden von Lab mindestens 
zum Teil zerlegt. 

2. Der Hemmungskorper wird zum mindesten beim Kalbe 
in der Magenschleimhaut bereitet. 

3. Die Hemmung ist spezifisch, indem nur oder vorzugs- 
weise die Wirkung des arteigenen Labs gehemmt wird. 

4. Beim Erhitzen der hemmenden Lésung auf 100° bleibt 
die spezifische Hemmung zum Teil erhalten; doch wird dieselbe 
nunmehr beim Behandeln mit Salzséure nicht aufgehoben. 

5. Beim Erhitzen des mit HCI erhaltenen, fertigen Labs 
in konzentrierter LOsung werden auch hemmende Substanzen 
erhalten, die aber keine spezifische Wirkung besitzen, das Lab 
nicht an sich verfestigen und wahrscheinlich als proteolytische 
Spaltungsprodukte aufzufassen sind. 

Da folglich unter Umstanden spezifisch wirkende Hem- 
mungskorper im Tierkérper normal gebildet werden, so eriibrigt 





1) Bd. 72, S. 187; Bd. 74, S. 242; Bd. 76, S. 355, 1911. 
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nachzusehen, ob dieselben mit anderen, vorher gefundenen 
hemmenden Substanzen identisch sein kénnen, und dies diirfte 
zweckmiabig zuniichst dadurch geschehen kénnen, dai wir 
priifen, ob die letzteren spezifische Wirkung besitzen. 

Zuerst wurden von Hammarsten und R6dén im normalen 
Pferdeserum, sowie in anderen Sera Substanzen nachgewiesen, 
welche die Wirkung des Kalbslabs zu hemmen imstande sind. 
Die im normalen Pferdeserum vorhandene hemmende Substanz 
ist seitdem von sehr vielen Forschern studiert worden. So 
viel ich habe finden kénnen, existieren aber keine Untersuchungen 
iiber das Verhalten des normalen Serums zu Labenzymen von 
verschiedenen Tierarten. 

Deshalb habe ich eine solche Priifung unternommen; aus 
derselben geht hervor, dai die Wirkung keineswegs art- 
spezifisch ist. 

Zuniichst wurde das normale Pferdeserum gepriift. Das 
Serum wurde mdglichst neutralisiert, mit 25 Teilen Wasser 
verdiinnt und einerseits eine Nacht im Eisschrank mit Salz- 
siure (25 ccm -}- 5 ecm 1°/oiger HCl) behandelt und mit titrierter 
NaOH neutralisiert, anderseits mit der entsprechenden Mischung 
von HCl und NaOH versetzt. Dann wurde mit folgenden 
Mischungen nach Erwirmen auf 37° und Zuzatz von 1 ccm 
von verschiedenen Lablésungen die Gerinnungszeiten bestimmt : 


1 ccm H,O 4- 10 ccm Milch . . . A 
1 » mit HCl behandelte eo rs 10 ccm 1 Milch B 
1: Salz versetzte > + 10 » » C 
A B C. 
Pferdelab 10 Min. 9 Min. 10'/2 Min. 
Kalbslab 9 » ) Keine Ger. in 3 St. 
Schweinelab Q1/o » Oils » 11/2 Min. 
Schafslab 11/2 » 11 » 1641/2 » 
Meerschweinchenlab 11 » 11 » 19 


Es wurde folglich fiir das Pferdelab keine Hemmung ge- 
funden, wiihrend die Hemmung fiir Kalbslab sehr stark und 
fiir tibrige untersuchte Labenzyme sehr schwach gefunden 
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wurde (C). Die Hemmung war in allen Fallen nach der Be- 
handlung mit HCl nicht mehr vorhanden (B), was mit meinen 
vorherigen Untersuchungen vollkommen tbereinstimmt.?) 

Mit neutralisiertem Kalbsserum in der Verdiinnung 
1 Serum : 5 H,O wurden folgende Gerinnungszeiten erhalten. 
Die Saéulen A, B, C haben dieselbe Bedeutung wie oben: 


A B C 
Kalbslab 13 Min. 12!/2 Min. 14!/2 Min. 
Pferdelab 12 > 111/2 >» 131/20 » 
Schweinelab Q1/2 » 9 15 > 
Schafslab 13 > 12 21 
Meerschweinchenlab 14!/2 » 13 ! 19 
Hechtslab 16 » 15!/2 » 20 


Die geringfiigige Hemmung wird auch hier bei der Be- 
handlung mit Salzsdure aufgehoben. Von artspezifischer Hem- 


mung kann keine Rede sein. 
Kaninchenserum in der Verdiinnung 1 Serum : 10 H,O 


ergab : 
A B C 
Kaninchenlab 20 Min. 24 Min. 20 Min. 
Pferdelab 91/9 » 17}/2 » 17/2 » 
Schweinelab B1lo » 11 > 11i'/o » 
Kalbslab 12'/e » 1213/2 » 1214/2 » 
Meerschweinchenlab 8 » 10!/2 » 81/2 » 


Auch hier ist keine artspezifische Hemmung zu ersehen, 
und die vorhandene Hemmung wird durch Salzséure nicht 
aufgehoben. 

Es muf hervorgehoben werden, dafi der Grad der Hem- 
mung sehr an der Verdiinnung des Serums liegt, und dab 
folglich in den Fallen, wo in den obigen Versuchen keine 
Hemmung erhalten wurde, eine solche mit konzentrierterem 
Serum wohl hatte hervortreten ko6nnen. Aus der Tatsache, dab 
das Kalbsserum keine artspezifische Hemmung ergibt, ist zu 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 60, 5. 85, 1909. 
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folgern, dafi der durch Ammoniakbehandlung des Zymogens 
erhaltene Hemmungskorper nicht von eingeschlossenem Serum 
herriihren kann. Zu dem gleichen Schlusse bin ich bereits 
vorher auf anderem Weg gelangt.?) 

Die in normalem Serum vorhandenen Hemmungskorper 
der Labenzyme wirken nach dem Gesagten nicht spezifisch. 
Dagegen ist artspezifische Hemmung in den durch Immunisierung 
mit Lab erhaltenen Sera vorhanden. Zuerst wies Morgenroth 
nach, daf} nach Immunisierung einer Ziege mit kauflichem Lab 
deren Serum die Wirkung des angewandten Labs hemmte.?) 
Dann folgten neue Untersuchungen von Morgenroth, nach 
welchen die durch Immunisierung mit tierischem und pflanz- 
lichem Lab erzeugten Hemmungskorper spezifische Wirkung 
zeigten.*) Ferner liegt eine Beobachtung Moros vor, nach 
welcher das mit Kalbslab erhaltene [mmunserum Kalbslab starker 
hemmt als Menschenlab;‘) v. Eissler fand, daB nach Immu- 
nisierung von Giinsen mit Schweinelab das Serum wohl Schweine- 
lab, aber nicht Kalbs- oder Hiihnerlab hemmt.*) Sehr interessant 
wire es, zu erfahren, in welcher Weise die Labl6sungen be- 
reitet waren, welche bei den erwahnten Immunisierungsver- 
suchen angewandt wurden. Hieriiber hat nur v. Eissler genaue 
Angaben gemacht. Derselbe behandelte die abgeschabte Schleim- 
haut mit 1°/oiger NaCl-Lésung 24 Stunden im Brutofen, worauf 
filtriert und im Eisschrank mit Chloroform aufbewahrt wurde. 
Hierbei wurde die Reaktion wahrscheinlich schwach sauer, 
aber irgend welche absichtliche Aktivierung des Labs durch 
zugesetzte Siure kam nicht vor. Wahrscheinlich enthielt die 
Lésung sowohl Labzymogen wie Lab. 

Daf es von einer gewissen Bedeutung ist fiir den bei der 
Immunisierung erreichten Hemmungsgrad, ob dabei das Zymogen 
oder das aus dem Zymogen durch Behandlung mit Salzsaure 


') Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 212, 1911. 

*) Zentralblatt f. Bakteriol., Bd. 26, S. 349, 1899. 

5) Ebenda, Bd. 27, S. 721, 1900. 

‘) Ebenda, Bd. 37, S. 485, 1904. 

°) Ber. d. Wien. Akad. Wissensch., Bd. 114, Abt. 3, S. 119, 1908. 
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erhaltene fertige Lab benutzt wird, geht aus Immunisierungs- 
versuchen hervor, welche ich einerseits mit einer neutralen 
Infusion des Kalbsmagens, anderseits mit derselben Infusion 
mit Salzsiéure aktiviert, ausgefiihrt habe. 

Immunisierungsversuch 1. Eine Infusion der Schleim- 
haut von Kalbsmagen wurde mit 5 Teilen Wasser auf 1 Teil 
feuchter Schleimhaut und etwas CaCO, bereitet. Das Ganze 
wurde eine Nacht im Eisschrank belassen, worauf filtriert, mit 
3 Volumen Wasser verdiinnt und mit Toluol im Eisschrank 
aufbewahrt wurde. Vor der Anwendung wurde eine Portion 
der Infusion eine Nacht im Eisschrank aktiviert (25 ecm Inf. 
+- 5eem 1°%/oiger HCl) und dann mit 5 ccm titrierter Natron- 
lauge neutralisiert; eine andere, gleich grofe Portion wurde, 
ohne aktiviert zu werden, mit der entsprechenden Menge NaCl 
versetzt. Erstere LOsung wird Lab genannt, letztere Zymogen. 
Beide wurden mit NaCl auf 0,9°/o versetzt. Die Lésungen 
wurden vor dem Einspritzen mindestens eine Nacht unter Toluol 
aufbewahrt. Die Kaninchen vertrugen die eingespritzten Mengen 
vorziiglich. Nur ausnahmsweise, wenn bei anderer Verfahrungs- 
weise ktirzere Zeit als eine Nacht mit Toluol aufbewahrt wurde, 
trat in zwei Fiillen Abszebbildung ein. 

Zwei gleich grofe Kaninchen wurden fiir die Immuni- 
sierung benutzt. Beide erhielten an denselben Tagen die gleichen 
Mengen von Lab bezw. Zymogen eingespritzt. In dem Laufe 
von 25 Tagen erhielten sie im ganzen 54 ccm Lab bezw. Zy- 
mogen in allmihlich steigenden Dosen. Die geringste Dose war 
5 ecm, die gréfte 10, und die Einspritzungen wurden mit Inter- 
vallen von 3—4 Tagen vorgenommen. 6 Tage nach der letzten 
Einspritzung wurden die Tiere durch Verblutung getotet. Zur 
selben Zeit wurde auch das Blut eines nicht vorbehandelten 
Kontrolltieres fiir Untersuchung genommen. 

Die Sera wurden mit 2 Teilen Wasser verdiinnt und mit 
Kalbslab gepriift. Um die Einwirkung des Alkalis im Serum 
auf das Enzym mdglichst zu vermeiden, wurde zundchst die 
Milch (10 cem) mit 2 cem Serummischung bezw. Wasser ver- 
mischt, das Ganze auf 37° erwirmt und mit 1 ccm der Lab- 
lOsung versetzt. Die Gerinnungszeiten waren: 
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1 ccm Lab -+ 2 ccm H,O 81/2 Min. 
1 »  » +-2 » normale Serummischung 10 » 
1 » » --2  » Labserummischung 13!/2 
1 » -- 2 » Zymogenserummischung 115 
Mit 1 ccm Serummischung ergab sich: 
1 ccm Lab -++ 1 ccm H,O 71/2 Min. 
1 >» -+-1 » normale Serummischung 8 
1 _ -+ 1  » Labserummischung 9 . 
1 »  » -+-1 » Zymogenserummischung 43 


In diesem Falle war folglich die mit Lab erreichte Hemmung 
kaum nachweisbar, wiahrend die mit dem Zymogen erzeugte 
sehr ausgesprochen war. 

Immunisierungsversuch 2. In diesem Versuche wurde 
vor der Immunisierung das Hemmungsverm6égen des Serums bei 
der Verdiinnung 1:1 (= '!/2 Serum) bestimmt. Nach der Immu- 
nisierung wurde bestimmt, bei welcher Verdiinnung das Serum 
mit derselben Labmenge wie vorher eben dasselbe Hemmungs- 
vermégen zeigte wie vor der Immunisierung. Wenn das Ver- 
hiltnis zwischen der Verdiinnung vor und nach der Immu- 
nisierung durch die Zahl n angegeben wird, so kann n als zahlen- 
mibiges Resultat der Immunisierung betrachtet werden. In der 
Tat gibt die Zahl n an, wievielmal das vor der Immunisierung 
vorhandene normale Hemmungsvermégen wiihrend der [mmu- 
nisierung zugenommen hat. Die Immunisierung wurde in der 
gleichen Weise ausgefthrt wie in Versuch 1; nur wurde die 
urspringliche Infusion der Magenschleimhaut (5 Teile Wasser 
auf 1 Teil Schleimhaut) nicht wie vorher mit 3 Volumen Wasser 
verdiinnt, sondern direkt mit Salzséure bezw. Salzlisung ver- 
setzt. Die eingespritzten Losungen waren folglich etwa 4 mal kon- 
zentrierter als im vorhergehenden Versuch. Mit Intervallen von 
3—4 Tagen wurden je 25 ccm der Lésungen eingespritzt. Im 
ganzen bekam jedes Kaninchen vor der ersten Untersuchung 
200 cem subcutan eingefiihrt. Mit dem Zymogen wurden in 
diesem Falle zwei Kaninchen behandelt. 3 Tage nach der letzten 
Einspritzung wurden aus Ohrenvenen Blutproben genommen; die 
Sera ergaben in der Verdiinnung 1 : 10 folgende Gerinnungszeiten: 
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1 ecm Kalbslab -++- 1 cem H,O Q1/o Min. 

1 » » -+1 » Labserum 13!/2 » 

1 >» »  -+-1 » Zymogenserum Nr.1 Keine Ger. in 2 St. 
1 > >» +1 » » » 2 74 Min. 


Das HemmungsvermOgen vor der Immunisierung war mit 
Serum in der Verdiinnung 1 Serum: 1 Wasser untersucht worden. 
Das Hemmungsvermogen war bei den drei Kaninchen das- 
selbe; fiir alle wurden namlich die gleichen Gerinnungszeiten 
erhalten : 
1 cem Lab +- 
fo» » + 
Nach der [mmunisierung ergab das Serum des_ Lab- 
Kaninchens die gleiche Hemmung in der Verdiinnung 1 : 20 und 
die Sera der zwei Zymogen-Kaninchen in den Verdiinnungen 
1:80 bezw. 1:60. Der Immunisierungsgrad war folglich: 


1 ccm H,O 81/2 Min. 
1 » Serummischung 10 


mit Lab: mit Zymogen: 
Nr. 1 Nr. 2 
10 40 30. 


Nach erneuerter Immunisierung des Lab-Kaninchens und 
des Zymogen-Kaninchens Nr. 1 mit im ganzen 300 ccm Loésung 
in dem Laufe von zwei Monaten wurde fiir beide Sera der 
Immunisierungsgrad 200 erhalten. 

Aus den beiden angefiihrten Immunisierungsversuchen er- 
gibt sich also, dai die Immunisierung zu Anfang bedeutend 
rascher verliuft beim Einspritzen des Zymogens als bei der 
Benutzung des entsprechenden Labs. Nach dem letzten Ver- 
such wird aber bei fortgesetzter Immunisierung der Erfolg in 
beiden Fallen etwa der gleiche. 

Immunisierungsversuch 3. In diesem Versuch wurden 
mit verschiedenen Priiparaten drei verschiedene Tiere immu- 
nisiert; die drei Praparate wurden aus der gleichen neutralen 
Infusion des Kalbsmagens folgendermafen hergestellt: 

1. Die Infusion wurde 24 Stunden mit Salzsiure behandelt 
und neutralisiert (50 ccm Infusion + 10 cem 1°/oiger HCl 
-+ 10 cem NaOH) = Lab. 

2. Die Infusion wurde mit schwachem Ammoniak 15 Min. 

16* 








236 S. G. Hedin, 


bei 37° behandelt und neutralisiert (50 ccm Infusion +- 10 ccm 
0,1 norm. NH, 4- 10 ccm 0,1 norm. H,SO,) = Hemmungskorper. 

3. Die Infusion wurde ohne Ammoniakbehandlung mit der 
entsprechenden Menge Am,SO,-L6sung versetzt (50 ccm Infusion 
-+- 20 ccm Am,SO,) = Zymogen. 

Die infolge der Behandlung mit Salzsiiure oder Ammoniak 
in 1 und 2 stattgefundene Verdiinnung war folglich in beiden 
Fiillen die gleiche; in 3 wurde die in 2 zugekommene Menge 
Am,50, auf einmal zugesetzt. 

Ks wurden vor der ersten Probenahme in dem Laufe von 
30 Tagen mit Intervallen von 3—4 Tagen im ganzen 92 ccm 
eingespritzt. Die kleinste Dose war 5 ccm, die grote 12 ccm. 
Der erzeugte Immunisierungsgrad war in den drei Fiillen wie folgt: 

mit Lab: mit Hemmungskorper: mit Zymogen: 
8 12 30. 

Dann wurde die Immunisierung mit dem Lab-Kaninchen 
und dem Zymogen-Kaninchen noch 25 Tage fortgesetzt, wahrend 
welcher Zeit im ganzen 96 ccm der entsprechenden LOésungen 
eingespritzt wurden. Darauf wurden als Resultate der ganzen 
Immunisierung folgende Zahlen erhalten: 


mit Lab: mit Zymogen: 
12 35. 


Die gefundenen Zahlen konnen keine gréfere Genauigkeil 
beanspruchen. So viel scheint aber aus denselben geschlossen 
werden zu kénnen, dafi Immunisierung erreicht werden kann 
sowohl mit dem salzsiurebehandelten Zymogen (Lab), wie auch 
mit dem Hemmungskorper, der kein freies Lab enthilt. Das 
beste Resultat wird aber mit der neutralen Infusion der Schleim- 
haut (dem Zymogen), welche wohl freies Lab enthalt, aber 
lange nicht in derselben Menge, wie das aus derselben mit Salz- 
siiure erhaltene Lab. 

Der durch Immunisierung mit dem Zymogen erhaltene 
Antikérper schwindet innerhalb des Organismus ziemlich rasch 
aus dem Blute. Einen Monat nach der letzten der zwei oben 
angefiihrten Priifungen, wo der Wert 35 erhalten wurde, ergab 
frisch genommenes Blut die Ziffer 4 und noch 11/2 Monat spater 
die Zahl 2. 
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Um den zeitlichen Verlauf der Immunisierung mit dem 
Zymogen verfolgen zu kénnen, habe ich das im Versuch 3 fiir 
die Einspritzung von Zymogen benutzte Kaninchen, nachdem 
die Wirkung der Immunisierung auf die Ziffer 2 gesunken war, 
auf einmal 20 ccm nicht verdiinnter Infusion der Magenschleim- 
haut (1 Teil Schleimhaut +- 5 Teile Wasser) eingespritzt. Vor 
der Einspritzung, sowie an den 6 ersten und dem achten Tage 
nach der Einspritzung wurden Blutproben aus dem Ohre ge- 
nommen, welche schlieBlich auf einmal in bezug auf den Immu- 
nisierungsgrad untersucht wurden. Die fiir die verschiedenen 
Tage erhaltenen Zahlen waren: 


Am Tage: Owe a & S56. 6. 7. &. 
Immunisierungsgrad: 2 2 2 10 50 100 100 — _ 80. 


Wenn der Verlauf der Immunisierung graphisch wieder- 
gegeben wird, erhilt man eine Kurve, welche im grofen und 
ganzen mit derjenigen tbereinstimmt, welche Morgenroth bei 
der Immunisierung von Ziegen gegen Lab fand.') Nach neuen 
Einspritzungen am 8. und 15. Tage von 20 cem nicht verdiinnten 
Zymogens wurde am 22. Tage eine Blutprobe genommen, welche 
den Immunisierungsgrad 200 zeigte. Nach einem Monate war 
diese Ziffer in frisch genommenem Blut auf 20 gesunken; er- 
neuertes Einspritzen von je 20 ccm Zymogen an 3 Tagen mit 
den gewohnlichen Intervallen brachte die Ziffer 300 herbei. Dies 
war der héchste Immunisierungsgrad, den ich tiberhaupt er- 
reicht habe. Nach dem oben Gesagten bedeutet die Ziffer 300, 
dal das betreffende Immunserum etwa 300 mal so stark hemmte, 
wie dasselbe Serum vor der Immunisierung. 

Morgenroth wandte bei seinen Versuchen eine andere 
Methode fiir die Messung des Hemmungsvermigens des Immun- 
serums an, welche keine direkte Vergleichung mit meinen Re- 
sultaten ermoOglichit. Das wirksamste Immunserum (Ziege), 
welches er der Priifung unterzog, schiitzte Kuhmilch, zu 2°/o 
zugesetzt, gegen das 200 fache der normal wirksamen Labmenge. 
Bei Kaninchen konnte Morgenroth keine erhebliche Antilab- 
bildung erzeugen. 


') Zentralbl. f. Bakteriol., Bd. 26, S. 356, 1899. 
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Der Antikorper hilt sich bedeutend besser im aufbewahrten 
Serum als innerhalb des Organismus. Das am 22. Tage des 
vorigen Versuches gewonnene Serum zeigte noch nach einem 
Monate dasselbe Hemmungsvermégen (200fach das normale) 
wie sofort bei der Blutentnahme. Innerhalb des Organismus 
war wihrend derselben Zeit das Hemmungsvermégen von 
200 auf 20 gesunken. Der Antikérper wird folglich innerhalb 
des Organismus stetig zerlegt, und diese Zerst6rung muB offen- 
bar friiher oder spiater der weiteren Immunisierung eine Grenze 
setzen. 


Kigenschaften des Immunserums. 


In bezug auf die Eigenschaften des nach der Immu- 
nisierung im Serum vorhandenen Antikérpers interessiert uns 
in erster Linie dessen Verhalten zu Labenzymen verschiedenen 
Ursprungs. In dieser Beziehung wurde zundchst das mit Hilfe 
von Zymogen im obigen Versuch 3 erhaltene Immunserum vom 
Immunisierungsgrad 35 untersucht. Das Serum wurde mit 
20 Teilen Wasser verdiinnt und mit verschiedenen Labenzymen 
gepriift. Die Gerinnungszeiten waren wie folgt: 





| 
| 
| 


Lab von 


| 


| Kalb | Schaf Schwein’ Pferd |,.,Meer. 





LeemLab-+-1eemH,O  144/2Min. 14 Min. 11 Min. 15'J2 Min. 12 Min. 
1 > » +4 » Serum>2Stund.)66 » [142 » [21% » |17% » 
| 
Nachdem der Immunisierungsgrad bei fortgesetzter Immu- 
nisierung auf die Ziffer 200 gebracht war, wurde das Verhalten 
des Serums in der Verdiinnung 1 Serum : 50 Wasser noch ein- 
mal gepriift und zwar mit folgendem Resultat: 


AOE A EE A TT SL 
Lab von 








| l ou 
| Kalb | Schaf | Schwein | Pferd 





| | 
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| | | | 
fecmLab-+-1eemH,O ...... | 11 Min. 9 Min. 8'/2Min. 9 Min 


| } | P 
i» >» -+-1 »'/so-Immuns. . . . 60 » |18'/2 » | 9 > | Gt/, » 
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Die in Versuch 2 mit Lab und mit Zymogen erhaltenen 
Immunsera von dem Immunisierungsgrad 200 verhielten sich 
in der Verdiinnung 1 Serum : 200 Wasser zu verschiedenen Lab- 
enzymen wie folgt: 





| Lab von 
| — 
| Kalb Schaf | Schwein) Pferd | Hecht 


| | | | | 
1ccm Lab-+-1eemH,0 . . |10'/eMin. 9'/2Min.|10'/2 Min. 10'/2Min..11 Min. 





1 } | 
, a . */200-Lab-'5 ge : — : pee 
i Immuns. 20 » 13 '10'/2 10'/e >» ‘ /2 
~ 


1 » > 


| 

aL ~ , e | ' 

200-4, VIN. F ! r 

» | : 19 '/; (14'/ 10! 0 ( 
Mar ee pee |! » [10 


| 

Aus den Tabellen ist zu ersehen, dal} das Kalbslab am 
kriiftigsten gehemmt wird; in allen Fallen erfuhr aber auch 
das Schafslab eine ausgesprochene Hemmung. Die iibrigen 
untersuchten Labenzyme wurden nur in der ersten Tabelle mit 
nur wenig verdiinntem Serum schwach gehemmt; wahrschein- 
lich ist diese Hemmung kaum grdfer als die durch normales 
Kaninchenserum erzeugte. Anderseits ist die Hemmung von 
Kalbslab und Schafslab durch normales Serum eine sehr geringe. 
In der Verdiinnung 1 Serum: 5 H,O wurde mit 1 ccm ver- 
diunnten Normalserums folgende Gerinnungszeiten erhalten: 


Ohne Serum Mit Serum 
Kalbslab 14 Min. 16 Min. 
Schafslab 14 » 16» 


wihrend Schweinelab die Ziffern 13 bezw. 17 ergab. 


Die zwei durch Immunisierung mit dem Zymogen bezw. 
mit dem entsprechendem Lab erzeugten Immunsera verhielten 
sich nach den obigen Ziffern in der gleichen Weise zu ver- 
schiedenen Labenzymen, und die Hemmung war in beiden Fiillen 
in der gleichen Weise spezifisch. Auch in anderen untersuchten 
Beziehungen verhalten sich die zwei Immunsera in der gleichen 
Weise. Beide werden beim Erhitzen auf 100° zerlegt, wie 
folgender Versuch mit den zwei Sera in der Verdiinnung 1 : 200 
H,0 zeigt: 
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Immunserum erhalten mit 


Zymogen Lab 
Lab -+- H,O 10 = Min. 10 Min. 
auf 100° erhitztem Serum = 10 > 10 » 
nicht erhitztem Serum 291/2 >» 27/2 » 


Mit beiden Sera wird das Reihenfolgephanomen erhalten: 
Zymogenserum Labserum 
Milch -+ H,O - Lab 91/2 Min. 91/2 Min. 
Milch -- Serum ++ Lab 18'/2 >» 19 » 
(Serum -++- Lab) 10 Min. bei37°-+ Milch 27!/2 » 291! » 
Ein anderes mit Hilfe von Zymogen erhaltenes Immun- 
serum ergab in der Verdiinnung 1 : 90 H,O folgende Ziffern: 
Milch +- H,O ++ Lab 10 Min. 
Milch -+- Serum -+- Lab 24 » 
(Serum -+ Lab) 10 Min. bei 37° -+ Milch = 52!/2 > 
Beim Behandeln mit Salzsiiure verlieren die in den zwei 
Weisen bereiteten Immunsera zum Teil ihre Hemmungsfihigkeit, 
sowohl gegentiber dem Kalbslab wie gegeniiber dem Schafslab. 
Zwei Immunsera in der Verdiinnung 1:50 H,O wurden einer- 
seits mit Salzsiiure eine Nacht bei Zimmertemperatur behandelt 
und mit titrierter Natronlauge neutralisiert (10 ccm -|- 2 ccm 
1°/oiger HCl +- 2 ccm NaOH), anderseits mit der entsprechenden 
Menge NaCl versetzt. Darauf wurde mit verschiedenen Lab- 


enzymen geprift. 




















‘iL sab von 
Kalb) Schaf| Pferd ‘Schwein He wi 
| Min. | Min. | Min.| Min. | Min. 
fecmLab-++leemH,O ........ | | 94! 9'/e | 1014/2 8 11 
1 >» » +1 » Lab-Immuns. | | | 
behandelt mit HCl 21'p) 14 |10 | 8 10 '/e 
do. nicht =» >  |40 ini 10 | 8 |10 
| ccm Lab-+- 1 ccm Zymogen-Immuns. 
behandelt mit HCl) 174) 15 | 10'/s 8 | 10 4/2 








do. nicht > > » |24 19%) 10's} 8 | 10% 
Besser gelingt es, das Antilab durch Salzsiiure bei 37° 
zu zerlegen. Mit einem durch Immunisieren mit Lab erhaltenen 
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Serum in der Verdiinnung 1 : 100 H,O wurden nach Behandlung 
mit HCl bei 37° (10 ccm + 2 ccm 1°%/oiger HCl) und Neu- 
tralisieren folgende Ziffern erhalten: 


1. 2. 
1 ecm Lab ++ 1 ccm Salzlésung 10 Min. 10 Min. 
1 »  » -+1 » Immuns. beh. mit HCl 14 14 
1» » +1 » nichtbeh.» » 56 » 57 
In diesem Falle war also der Antikérper fast vollstindig 


zerlegt. 

Auch der bereits durch Lab in Anspruch genommene Anti- 
korper wird beim Behandeln mit Salzséure zerlegt. Infolge 
davon wird das bereits von dem Antikérper neutralisierte Lab 
durch Salzséure mindestens zum grofen Teil wieder in aktive 
Form tibergeftihrt. Dies geschieht bei gew6hnlicher Temperatur, 
aber besser bei 37°. Lab und Serum, beide in zweckmiibiger 
Verdiinnung wurden vermischt und zuniichst 1 Stunde bei 37° 
gehalten. Dann wurde die Mischung einerseits mit Salzsiiure 
21/2 Stunden bei37° behandelt und neutralisiert (10cem +- 2ccm 
1°/oiger HCl +- 2 com NaOH), anderseits mit der entsprechenden 
Menge NaCl versetzt. Dann wurden folgende Gerinnungszeiten 


erhalten: 


1 ccm Lab -)- 1 cem Salzlésung 11'/2 Min. 
2 » mit HCl behandelte Lab-Serummischung 21 
2 » mit NaCl versetzte > 86 


In diesem Falle wurde also aus einem Gemenge von Lab 
und Antilab, wo das Lab bereits zum gréBten Teil neutralisiert 
war, mit Hilfe von Salzsiure das Lab wieder zum Teil in 
Freiheit gesetzt. Anderseits gelingt es mit Hilfe von schwachem 
Ammoniak, das bereits am Lab gebundene Antilab in wirksame 
Form zu tiberfiihren, mindestens wenn die vorhandenen Mengen 
von Lab und Antilab einigermafen bedeutend sind, wie fol- 
gender Versuch zeigt. Lab und neutrales Immunserum wurden 
in solechen Mengen vermischt, daB 1 ccm der Mischung nach 
{ Stunde Erhitzen auf 37° eine Gerinnungszeit von 14 Minuten 
ergab. Bereits nach 15 Minuten mit NH, bei 37° und Neu- 
tralisieren (10 ccm -|- 2 ccm 0,1 norm. NH, -+- 2 ccm 0,1 norm. 
H,SO,) ergab die Mischung eine schwache Hemmung: 








bo 
ar 
| 


S. G. Hedin, 


1 ccm Lab -+- 2 cem H,O 15 Min. 
1 » » -+ 2 » Mischung 27 » 
Nach 1 Stunde mit NH, bei 37° und Neutralisieren wurden 

folgende Zeiten erhalten: 

1 ccm Lab + 2 ccm H,O 13 Min. 

1 » » -+- 2 » Mischung >120 » 
oder praktisch vollkommene Hemmung. Mit 1 ccm der so er- 
haltenen Losung und verschiedenen Labenzymen wurden fol- 
gende Zeiten erhalten: 














| Lab von 
Kalb | Schaf | Schwein | Pferd 
i i | 
lecemLab-!-1eemH,O . . .| 13 Min. | 12'/s Min. | 12'/e Min. | 17 Min. 
1 > » +4 » Mischung .|34 >» [24 » [13% » |47 > 


Die mit Hilfe von Ammoniak aktivierte hemmende Sub- 
stanz verhielt sich folglich in bezug auf die spezifische Wirkung 
wie das Antilab, und es diirfte wohl keinem Zweifel unter- 
liegen, daf dieselbe infolge Zerst6rung von Lab durch das 
Ammoniak aus der Verbindung Lab—Antilab frei wurde. Wird 
die Mischung von Lab und Antilab nach kurzer Behandlung 
mit Ammoniak der Einwirkung von Salzséure ausgesetzt, so 
wirkt die L6sung nach Neutralisieren wiederum labungserregend. 
Die eben besprochene Mischung, welche nach 15 Minuten mit 
NH, bei 37° schwach hemmte, wurde nach !/2 Stunde mit 
Salzsiiure bei 37° (10 cem + 2 ccm 1°/oiger HCl + 2 ccm 
NaQH) mit Milch gepriift. 2 cem der neutralisierten Mischung 
ergaben eine Gerinnungszeit von 25 Minuten. Nach 1 Stunde 
mit Ammoniak und der gleichen Nachbehandlung konnte aber 
kein freies Lab nachgewiesen werden. 


Fassen wir das iiber die Immunisierung und das erhaltene 
Immunserum Gesagte zusammen, so ergibt sich folgendes: 

1. Die Immunisierung gegen Kalbslab geschieht zu Anfang 
am besten mit dem Zymogen. Nur nach sehr lange fortgesetztem 
Immunisieren wird etwa der gleiche Immunisierungsgrad er- 
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halten mit dem Lab wie mit dem Labzymogen. Das hergestellte 
Immunserum wird in beiden Fiillen das gleiche. 

2. Das Immunserum hemmt die Wirkung des Kalbslabs 
aber auch — obwohl in geringerem Grade — die des Schafs- 
labs. Die tbrigen untersuchten Labenzyme werden nicht oder 
nur in geringem Grade beeinfluBt. 

3. Das erzeugte Antilab wird beim Erhitzen auf 100° zer- 
legt, gibt das Reihenfolgephanomen und wird durch 0,2°/oige HC 
zum groBbten Teil zerlegt. Auch in Verbindung mit dem Lab 
wird das Antilab mindestens zum Teil zerstért. Aus der Ver- 
bindung Lab—Antilab wird mit sehr schwachem Ammoniak 
Antilab frei. 

Auferdem ist aus den obigen Versuchen zu folgern, dal} 
die Hemmungswirkung der normalen Sera nicht artspezifisch 
ist. Da eine artspezifische Hemmung in bezug auf das Immun- 
serum vorhanden ist, kénnen wir also folgern, daB das Antilab 
nicht mit dem Hemmungskorper des normalen Serums identisch 
sein kann. Die Tatsache aber, dai der aus dem Kalbszymogen 
durch Behandlung mit NH, erhialtliche Hemmungsko6rper spe- 
zifische Wirkung zeigt, indem derselbe die Wirkung des Kalbslabs 
und in weniger ausgesprochenem Grade auch die des Schafs- 
labs hemmt (S. 238), zusammengestellt mit dem Befunde, dali 
das Immunisieren zu Anfang besser gelingt mit dem Zymogen 
als mit dem Lab, das den fraglichen Hemmungsk6rper nicht 
oder nur in geringerem Grade enthalt, veranlabt uns, die Mig- 
lichkeit zu diskutieren, ob das Antilab beim Immunisieren mit 
dem Zymogen vielleicht aus dem im Zymogen vorhandenen 
Hemmungskorper entstehen kann. 

Fiir eine solche Bildungsweise spricht zunichst die art- 
spezifische Wirkung, welche fiir beide die gleiche ist; dab 
aufer dem Kalbslab auch das Schafslab gehemmt wird, liegt 
wahrscheinlich an der Verwandtschaft der beiden Tierarten. 
Dai das Immunisieren am Anfang besser gelingt mit dem Zy- 
mogen, das den Hemmungskorper enthilt, als mit dem Lab, 
das durch Zerstéren des Hemmungskorpers erhalten wird, kénnte 
wohl auch als Stiitze fir die angedeutete Bildungsweise an- 
gefuhrt werden. Auferhalb des Organismus wird der Hemmungs- 
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kérper des Zymogens durch Zerstéren des vorhandenen Labs 
mit Hilfe von Alkali erhalten, und man kann sich wohl denken, 
dal} der mit dem Zymogen dem Tiere zugefiihrte Hemmungs- 
kérper nach ZerstOren des Labs als bis zu einem gewissen 
Grade fertiges Material fiir die Antikorperbildung innerhalb des 
Tieres verwendet wird. 

Bei fortgesetzter _Immunisierung erwirbt wohl der Orga- 
nismus des Tieres unter der Einwirkung des Labs allmiihlich 
das Vermégen, von selbst den Antikérper herzustellen, und die 
Bedeutung des zugefiihrten Hemmungskorpers fiir die Bildung 
des Antilabs wird weniger hervortretend. Immerhin bleibt aber 
die Bedeutung des Zymogens, das verhiltnismabig wenig freies 
Lab enthiilt, fiir die Bildung des Antilabs zum mindesten die- 
selbe wie die der LablOsung, welche viel mehr wirksames Lab 
in sich sehliebt. 

K's fragt sich alsdann, ob der Hemmungskorper im Zymogen 
und das durch Immunisieren erhaltene Antilab in anderen Be- 
ziehungen die gleichen Eigenschaften zeigen. In folgenden Be- 
zielungen ist die Ubereinstimmung eine vollkommene: 

1. Die artspezifische Hemmung ist in beiden Fillen voll- 
kommen gleich: 

2. Beide zeigen das Reihenfolgephanomen. 

3. Beide werden durch Salzsiure mindestens zum grObten 
Teil zerlegt. 

4. Aus der Verbindung zwischen Lab und einer der beiden 
hemmenden Substanzen wird bei der Behandlung mit Salzséure 
Lab frei und bei der Behandlung mit schwachem Ammoniak 
hemmende Substanz. 

Dagegen verhalten sich die beiden hemmenden Stoffe ver- 
schieden beim Erhitzen ihrer Loésungen auf 100°. Das durch 
Immunisieren erhaltene Antilab verliert bei 100° vollstiindig sein 
Hemmungsvermoégen. Wird der aus dem Zymogen erhaltene 
Hemmungskorper auf 100° erhitzt, so bleibt die Hemmungs- 
fiihigkeit der Lésung mindestens zum Teil erhalten, aber die- 
selbe verschwindet nunmehr nicht beim Behandeln mit Salz- 
siiure.!) Die hemmende Substanz verschwindet also beim Er- 





') Diese Zeitschrift, Bd. 76, S, 355, 1911. 
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hitzen als solche; dafiir tritt aber eine andere in der gleiclren 
Weise spezifisch wirkende hervor. In welcher Beziehung beide 
zueinander stehen, bleibt unentschieden. Es wire wohl még- 
lich, dab das Zymogen zwei spezifisch wirkende Hemmungskorper 
enthiilt, von welchen der eine durch Salzsiiure und durch Hitze 
zerlegt wird, der andere nicht. Nur der zerlegbare wird fiir 
die Bildung von Antilab verwendet. Darauf deuten auch Ver- 
suche hin, welche ich friiher publiziert habe.!) Nach Behand- 
lung des Zymogens mit nicht zu schwachem Natronhydrat und 
Neutralisieren enthilt niimlich die Lésung eine hemmende Sub- 
stanz, welche kochbestiindig ist und nicht oder nur sehr lang- 
sam der Einwirkung von Salzséure unterliegt. Bei dieser Ein- 
wirkung wird wahrscheinlich der durch Hitze oder Salzsiiure 
zerlegbare Hemmungskorper zerstért. Bei der EKinwirkung auf 
das Zymogen von schwacher Natronlauge oder noch besser 
von schwachem Ammoniak wird dagegen ein durch Salzsiiure 
zerstérbarer Hemmungskorper erhalten. Da aber in derselben 
Losung auch der hitzebestiindige Hemmungskorper vorhanden 
ist, tritt derselbe beim Erhitzen auf 100° hervor, wahrend der 
labile Hemmungskoérper zerstért wird. 

Nach allem dem scheint die Ubereinstimmung zwischen 
dem immunisatorisch erzeugten Antilab und dem im Labzymogen 
vorhandenen labilen Hemmungskorper eine derart innige zu 
sein, dafi offenbar nichts fiir die Annahme in dem Wege steht, 
daB letzterer bei der Immunisierung mit dem Zymogen als 
Material fiir die Bildung des Antilabs dienen kann. Wahrschein- 
lich wird der im Zymogen vorhandene Hemmungskorper in der 
Magenschleimhaut durch einen Prozefi gebildet, welcher dem 
der Immunisierung iihnlich ist. Uber die Natur dieses Prozesses 
geben meine Versuche keinen Aufschlub. 

Es liegt auf der Hand, dab die Ergebnisse der oben be- 
schriebenen Versuche mit Hilfe der Ehrlichschen Theorie 
beziiglich der Bildung von AntikOrpern nicht geniigend erkliirt 
werden kinnen. Nach der Ehrlichschen Seitenkettentheorie 
entstehen die AntikOrper eben infolge der Reaktion der Antigene 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 190, 1911. 
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auf gewisse Zellen, und man miibte also erwarten, da die 
Bildung von AntikOrpern um so ausgiebiger erfolgen wird, je 
mehr Antigen (in diesem Falle freies Lab) zugefiihrt wird. Dies 
war in meinen Versuchen nicht der Fall. Im Gegenteil er- 
zeugte das Zymogen, das viel weniger freies Lab enthielt als 
die daraus bereitete Lablésung, im Anfang des Immunisierens 
entschieden mehr Antilab als die entsprechende Lablésung. 
Sogar der aus dem Zymogen mit Ammoniak erzeugte Hemmungs- 
korper, welcher kein freies Lab enthielt, ergab beim Immu- 
nisieren zum mindesten ebensoviel Antilab wie das freie Lab. 
Erst bei langere Zeit anhaltendem Immunisieren scheint der 
(rganismus das Vermégen zu bekommen, von selbst das Antilab 
herzustellen. 

Die Ergebnisse obiger Versuche lassen sich folgender- 
mafen kurz zusammenfassen: 

1. Die Hemmung der Labwirkung durch normales Serum 
ist nicht artspezifisch. 

2. Immunisierung von Kaninchen mit Labzymogen vom 
Kalb ergibt zu Anfang eine bessere Ausbeute an Antilab als 
Immunisierung mit der entsprechenden Menge fertigen Labs. 
Erst nach lingere Zeit fortgesetztem Immunisieren wird der 
Erfolg in beiden Fallen der gleiche. 

3. Beim Immunisieren mit dem Zymogen wird dasselbe 
Antilab gebildet wie beim Immunisieren mit dem Lab. Dieses 
Antilab zeigt dieselben Eigenschaften wie der im Zymogen vor- 
handene Hemmungskorper des Labs. Letzterer wird wahr- 
scheinlich beim Immunisieren mit dem Zymogen als Material 
fiir die Bildung des Antilabs verwendet. 

4. Die wichtigste Eigenschaft des beim Immunisieren er- 
haltenen Antilabs und des Hemmungskorpers im Zymogen ist 
die artspezifische Hemmung, durch welche dieselben von den 
hemmenden Substanzen des normalen Serums sich besonders 


unterscheiden. 











Bemerkung zu der Abhandlung von Fischer und Bartholomaus 
«Uber Azofarbstoffe substituierter Pyrrole>. 


Von 
L. Marchlewski. 


Der Redaktion zugegangen am 28. Februar 1912.) 


Die genannten Autoren sind der Meinung, dafi die von mir und 
meinen Mitarbeitern gelieferten Analysen eines der vom Hamopyrrol ge- 
lieferten Azofarbstoffe nicht entscheiden, ob ein Mono- oder Disazofarb- 
stoff vorliegt. Sie miissen die einschlagigen Publikationen nur sehr fliichtig 
velesen und einige auch ganz tibersehen haben. 

Bereits die ersten Analysen lassen in dieser Beziehung keine 
Zweifel, wie die folgende Zusammenstellung bezeugt:') 


Gefunden: Berechnet: 
C,H, ,.N(C,H,N,) HCI C,H,,N(C,H,N,)HC! 
C = 65,27%o 65,25 %/o 63,75 °/o 
H= 7,01°%e 6,03 °/o 6,83 °/o 
N = 18,47°/0 19,08 °/o 15,94 °/o 
Cl= _ 8,83 °o 9,64°/o 13,48 °/o 


Aus weiteren 7 Analysen*) erhielt ich mit Retinger folgende 
Werte: 

C. = 65,73°%o 

H = 6,89°%o 

N = 18,39°/o 

Cl= 9,30%o 

welche die Monazokonzeption vollstandig ausschliefen. Das Himopyrrol 

bildet in der Tat auch einen Monazofarbstoff mit Benzoldiazoniumchlorid 

(orange-gelbe Nadeln), welcher aber sehr bald unter dem EinfluB des 

Uberschusses des Diazoniumsalzes in die priichtigen rotbraunen Nadeln des 

Disazofarbstoffs umgewandelt wird. Ich wiirde den Herren F. und B. 

empfehlen, meine diesbeziiglichen Arbeiten noch einmal griindlicher durch- 

zulesen. Sie wiirden dann auch finden, da nicht nur das Chlorhydrat, 





') Diese Zeitschrift, Bd. 45, S. 176 (1905). 
*) Biochemische Zeitschrift, Bd. 10, S. 444 (1908). 
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sondern auch der freie Disazofarbstoff analysiert ') wurde und dafs die er- 
haltenen Werte nur auf die Disazoformel und nicht die Monoazoformel 


stimmen. 

Gefunden wurde berechnet fiir C,,H,,N, berechnet fiir C,,H,-N, 
C = 72,58°/o 72,42 /o 74,00 jo 
H = 6.87% 6,40 /o 7,490 
N = 20,70 ° 0 21,18 °%/o 18,50 °°’. 


‘) Bull. de l’Acad. des Sciences de Cracovie 1911, 5S. 345. In den 
Details der 3 Analyse soll es dort anstatt N = 16,5, N = 18,0 heifen. 











Biologische Untersuchungen uber Schwangerschaft. 


Die Diagnose der Schwangerschaft mittels der optischen 
Methode und dem Dialysierverfahren. 


Von 


Emil Abderhalden und Miki Kiutsi. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Februar 1912.) 


Bereits im Jahre 1906!) hat der eine von uns darauf 
hingewiesen, dafi man aufer artfremden und individuell-fremden 
Stoffen ohne Zweifel auch solche des eigenen KOrpers zu unter- 
scheiden hat, die blutfremd wirken. Die Darmwand 1]aBt unter 
normalen Umsténden nur bluteigen gemachte Stoffe in die Blut- 
bahn tibertreten, und ebenso geben die einzelnen Kérperzellen 
nur solehe Produkte an das Blut ab, die die zellspezifische Struktur 
eingebtibt haben.?) Das Studium des Verhaltens von parenteral 
zugefiihrten Stoffen fiihrte zum Resultate, dai der Organismus 
diesen durch fermentativen Abbau in der Blutbahn ihren spe- 
ziellen Charakter zu nehmen bestrebt ist. Wir beobachten nach 
parenteraler Zufuhr von Rohrzucker das Auftreten von Invertin 
im Blut. Spritzen wir Eiweifikérper oder hoher molekulare 
Peptone unter die Haut oder in die Blutbahn, dann erscheinen 
Fermente im Plasma, die imstande sind, diese fremdartigen 
Stoffe abzubauen. Fiihren wir Fette ohne vorbereitenden Abbau 
im Darmkanal zu, dann steigt sofort das Fettspaltungsvermégen 
des Blutes. Es geniigen schon geringste Mengen von Fremd- 
stoffen, um diese Reaktion hervorzurufen.?) 

Diese Studien brachten den einen von uns auf die Ver- 
mutung, dab es mOglich sein kOnnte, mit den gleichen Methoden 
kOrpereigene, jedoch blutfremde Stoffe nachzuweisen. 
Sollten nicht auch selche Stoffe zur Fermentbildung anregen? 
Das beste Objekt fiir derartige Studien mubte die Schwanger- 


') Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 
l. Aufl., S. 292, 1906. 

?) Vgl. hierzu: Emil Abderhalden, Synthese der Zellbausteine 
in Pflanze und Tier. J. Spinger, 1912. In dieser Ubersicht sind alle 
einschlagigen Arbeiten aufgefiihrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 17 
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schaft abgeben.’) Nach den Untersuchungen von Schmorl, 
Weichardt und Veit wissen wir, da’ wahrend der Schwanger- 
schaft im Blute Chorionzottenbestandteile kreisen. Sollte der 
Organismus diese unzweifelhaft blutfremden Bestandteile nicht 
auch durch Abbau denaturieren und die entstehenden Abbau- 
stufen von neuem verwerten ? 

Schon in einer friheren, gemeinsam mit Freund und 
Pincussohn?) durchgefiihrten Arbeit wurde das Verhalten des 
Blutes Schwangerer und Nichtgravider gegeniiber von aus Pla- 
centa bereitetem Pepton studiert. Es wurde ausschlieflich mit 
der optischen Methode gearbeitet.*) Blutserum von normalen 
Nichtschwangeren mit Placentapepton zusammengebracht, zeigt 
ein bestimmtes Drehungsverm6gen, das sich selbst nach Tagen 
nicht dndert. Verwendet man an Stelle des Serums Nicht- 
gravider solches von Graviden, dann verandert sich die Anfangs- 
drehung deutlich, und zwar gilt dies von allen Monaten der 
Schwangerschaft. 

Wir deuten diese Beobachtung in Ubereinstimmung mit 
den Feststellungen nach parenteraler Zufubr von Eiweifi resp. 
Peptonen im Sinne eines Abbaues des zugesetzten Peptons 
durch im Blute der Schwangeren vorhandene Fermente. Man 
kann sie als Schutzfermente auffassen. Sie verhindern durch 
raschen Abbau der Bestandteile der Chorionzottenzellen die 
Anhaufung blutfremder Bestandteile im Blut. Man kénnte daran 
denken, dali die erwahnten Fermente durch Autolyse der Chorion- 
zellen frei werden, und wir mit unserer Methode deren Wirkung 
beobachten. Es scheint uns dies nicht sehr wahrscheinlich. 


') Vgl. Emil Abderhalden, Die Anwendung der optischen Me- 
thode auf dem Gebiete der Immunititsforschung. Medizin. Klinik, Jg. 1909. 
Nr. 41. 

*) Emil Abderhalden, R. Freund und Ludwig Pincussohn. 
Serologische Studien mit Hilfe der optischen Methode wihrend der 
Schwangerschaft und speziell bei Eklampsie. Praktische Ergebnisse det 
Geburtshilfe und Gyniakologie, II. Jg., Il. Abt., S. 367, 1910. 

®) Vel. Emil Abderhalden, Die optische Methode und ihre Ver- 
wendung bei biologischen Fragestellungen. Handbuch der biochemischen 
Arbeitsmethoden, herausgegeben von Emil Abderhalden, Bd. 5, 5. 575, 
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Einmal konnten wir bei nichtschwangeren Tieren, Hunden, Ka- 
ninchen und Meerschweinchen, die gleichen Fermentwirkungen 
durch intravendse Injektion von Placentapepton, Placentaprel- 
saft resp. -extrakt und von gekochtem Placentaeiweifi hervor- 
rufen. Ferner fanden sich die Fermente in allen Fiillen zu jeder 
Zeit der Schwangerschaft. Da nun die Zellen der Chorionzotten 
nicht fortwiihrend fortgespiilt werden, ware es nicht zu verstehen, 
wieso sich die durch Zerfall der Zellen frei werdenden Fermente 
so lange im Blute halten sollten. Immerhin mul mit der Még- 
lichkeit gerechnet werden, daf die intrazelluliren Fermente 
der Chorionzotten auch beim Abbau des Zellmateriales in der 
Blutbahn eine Rolle spielen. 

Es unterliegt keinem Zweifel, dafi es moéglich ist, mit 
der optischen Methode dieSchwangerschaft mit grober 
Sicherheit aus dem Blut zu diagnostizieren. Wir haben 
uns von Herrn Geh.-Rat Veit Blutproben von Schwangeren 
und Nichtschwangeren geben lassen, ohne dali wir Kenntnis 
von der Herkunft der einzelnen Proben hatten. Wir priiften 
das Verhalten gegen Placentapepton im Polarisationsapparat. 
Kin Teil der Sera spaltete, der andere nicht. Der Vergleich 
mit der Herkunft der Proben ergab dann ausnahmslos, dab 
die spaltenden Proben von Schwangeren stammten und die 
letzteren von Nichtgraviden. Eine Taéuschung oder eine beein- 
flussung war durch diese Mafinahmen ausgeschlossen. 

Die Durchfiihrung der optischen Methode bietet gewisse 
Schwierigkeiten. Die Ablesungen erfordern eine grofe Ubung. 
Ferner gehdrt zu derartigen Untersuchungen ein sehr guter 
Polarisationsapparat. Die Hauptschwierigkeit bereitet die Dar- 
stellung des Peptons aus Placenta. Wir gewannen dieses durch 
partielle Hydrolyse von sorgfaltig entbluteten Placenten von 
Menschen mit 70°/oiger Schwefelséiure bei Zimmertemperatur. 
Nach 4 Tagen wurde das Hydrolysat unter Kiihlung mit Eis 
mit dem zehnfachen seines Volumens an destilliertem Wasser 
versetzt und dann die Schwefelsdure mit Baryt quantitativ ent- 
fernt. Der Baryumsulfatniederschlag wurde abgenutscht, wieder- 
holt in der Reibschale mit destilliertem Wasser zerrieben und dann 


die gesamten Filtrate bei 40° des Wasserbades bei ca. 15 mm 
17* 
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lyruck bis zum dicken Sirup eingedampft. Wiihrend des Ein- 
dampfens wurde immer wieder von Zeit zu Zeit gepriift, ob die 
Fliissigkeit frei von Schwefelsdure resp. Baryt war. Diese Vor- 
sichtsmafiregel ist sehr wichtig, weil sonst bei starkerer Konzen- 
tration eine weitere Hydrolyse des Peptons durch die Siiure resp. 
base bewirkt werden kann. Der verbleibende Sirup ist gelb ge- 
fiirbt. Er wird am besten in Methylalkohol unter Erhitzen gelost und 
die heiSe Lésung in absoluten Athylalkohol eingetragen. Das 
Pepton fallt dann als gelbliches Pulver. Zur weiteren Reinigung 
wird es in soviel Wasser geldst, daB eine 5°/oige Loésung davon 
erhalten wird. Dann setzt man so lange von einer 10°/sigen 
Phosphorwolframséurelésung zu, als eine Fallung eintritt. Der 
Niederschlag wird abgenutscht, scharf abgepreft, wiederholt mit 
Wasser gewaschen und dann in einer Reibschale mit dem Zwei- 
fachen seines Gewichtes an Baryt zerrieben. Es wird wieder 
iltriert. Aus dem Filtrat entfernt man den UberschuB an Baryt 
mit Schwefelsiure und verdampft das Filtrat vom Baryumsulfat 
unter vermindertem Druck bei 40° des Wasserbades zur Trockene. 
Der schneeweibe Riickstand labt sich meistens direkt pulvern. 
Jedenfalls wird er beim Anreiben mit absolutem Alkohol fest. 

Leider ist die Darstellung des Placentapeptons keine so 
exakte, dali man selbst bei genauer Befolgung der Methodik 
stets das gleiche Produkt erhilt. Die wesentlichsten St6rungen 
sind durch die verschieden rasche Verarbeitung gegeben. Das 
Pepton kann im Laufe der einzelnen Phasen der Darstellung 
weiter gespallen werden. Als ungeeignet fiir die optische Methode 
erwiesen sich Peptone, die zu tief abgebaut sind. Ferner erhielten 
wir wiederholt Peptone, die mit dem Serum Schwangerer und nur 
mit diesem Priizipitation gaben. Entweder trat sofort eine Trt- 
bung auf oder erst im Laufe einiger Stunden. Jede Triibung — auch 
eine solche leichtesten Grades — stért das Ablesen der Drehung 
auberordentlich. Die Resultate werden unsicher, weshalb jede 
Probe, sobald sich die leiseste Triibung zeigt, zu verwerfen ist. Das 
Placentapepton muf ein nicht zu kleines Drehungsvermégen haben 
und vor allem beim fermentativen Abbau deutliche Ausschlige 
zeigen. Am besten priift man das Pepton mit Hilfe von Prefsaft 
von Hefezellen und verfolgt den Abbau im Polarisationsrohr. 
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Wir haben zunachst eine gréBere Anzahl von Sera 
Schwangerer und Nichtschwangerer auf Placentapepton ein- 
wirken lassen. Wir beniitzten zum Teil das Serum direkt, nach- 
dem es aus dem Blutkuchen ausgepreft worden war, zum Teil 
wurde das Serum durch den von Uhlenhut-Weidanz an- 
gegebenen Filtrierabfillapparat geschickt und dadurch von etwa 
vorhandenen Keimen befreit. Alle GefiiBe wurden sterilisiert 
und ebenso die Polarisationsréhren. Das Placentapepton wurde 
durch Kochen steril gemacht. Kleine Unterschiede in den einzelnen 
Ablesungen werden oft gefunden. Wir haben nur Unterschiede 
in der Ablesung von 0,05° an als wirkliche Veriinderungen gelten 
lassen. Die einzelnen Befunde wurden wiederholt von verschie- 
denen Herren des Institutes kontrolliert. Wir beobachteten Ande- 
rungen von 0,2 und mehr Grad. Niemals erhielten wir bei Ver- 
wendung von Serum Nichtgravider eine Spaltung. Wurde aktives 
Serum von Graviden auf 60° erwiarmt, dann wurde es inaktiv. 
Die erhaltenen Resultate sind auf der folgenden Tabelle tibersicht- 
lich zusammengestelli. Bemerkt sei noch, dafi bei Eklampsie 
das Spaltvermogen ein besonders grofes war. Bei Foten fehlte 
es ganz. Serum von Fotalblut war stets unwirksam. 

Wir haben ferner das Serum von schwangeren Meerschwein- 
chen auf Placentapepton einwirken lassen. Es trat Spaltung 
ein. Das Serum nichtschwangerer Tiere erwies sich als inaktiv. 

Was die Ausfiihrung der Versuche anbetrifft, so sei auf die 
ausfiihrliche Mitteilung der Methodik derartiger Untersuchungen 
des einen von uns verwiesen.!) Wir verwendeten zumeist eine 
0,5—2,5 °/oige Placentapeptonlésung. Das Pepton wurde in 
physiologischer Kochsalzlésung gelést. Zu 1ccm der Lésung 
gaben wir 1 cem Serum. Den Rest des Inhaltes des Polarisations- 
rohres fiillten wir mit physiologischer Kochsalzlésung. Nun wurde 
die Drehung festgestellt, dann das Rohr in den Brutschrank 
gestellt und die Ablesung nach einer Stunde wiederholt. Bei 
spateren Versuchen wurde die Ablesung nur alle 6—8 Stunden 
vorgenommen. Es empfiehlt sich nicht, die Ablesung tiber 
48 Stunden auszudehnen. Verwendet man verschiedene Mengen 


!) Emil Abderhalden, 1. c., Handbuch der biochemischen Ar- 
beitsmethoden, Bd. 5, 1. Teil, 1911. 
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von Serum und verschieden lange Polarisationsrohren, dann 
mul} man selbstverstindlich die erhaltenen Resultate umrechnen, 
falls man die einzelnen Versuche unter sich vergleichen will. Im 
allgemeinen wird man eine Serie von Versuchen immer unter 
genau den gleichen Bedingungen durchftihren. In allen Fiillen 
miissen Kontrollversuche mit Serum allein und der Peptonlisung 
allein durchgeftihrt werden. Erwahnt sei noch, daB der Versuch, 
an Stelle von Pepton Placentaprefsaft — nach der Methode 
von Buchner bereitet — oder ein Extrakt aus Placenta zu ver- 
wenden, bis jetzt keinen Erfolg hatte. Das Serum Schwangerer 
spaltete nicht. Es ist wohl mdglich, dah die verwendeten 
Losungen einen zu geringen Gehalt an Eiweif hatten, oder es 
waren hemmende Stoffe zugegen. 

Im AnschlufB an diese -Versuche priiften wir das 
Verhalten des Serums von Tieren, denen intravendés 
oder intraperitoneal Placentaprefsaft oder Placenta- 
pepton eingespritzt worden war. Auch ein Extrakt wurde 
benutzt. Dieses wurde erhalten durch Zerreiben von Placenta- 
gewebe mit Quarzsand und Auslaugen des Breies mit der 
10fachen Menge physiologischer Kochsalzlésung. Als Versuchs- 
tiere dienten Hunde, Kaninchen und Meerschweinchen. Zuniichst 
wurde bei normalen Tieren das Verhalten des Blutserums gegen 
Placentapepton untersucht. Dann wurde das Placentapraparat 
gespritzt und der Versuch mit dem Serum wiederholt. Die drei 
Hunde, die zu diesen Versuchen verwandt wurden, erhielten 
2mal je 1 g Placentapepton, dargestellt aus Menschenplacenta, 
intraperitoneal an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Das Blut 
wurde 8 Tage nach der letzten Injektion entnommen und das 
Serum sofort auf sein Verhalten gegeniiber Placentapepton ge- 
priift. Es trat in allen drei Versuchen Spaltung ein. 

Bei den Kaninchen wurden 5 Tiere ohne Vorbehandlung 
untersucht und 6 nach erfolgter intravenéser Einspritzung von 
2—3,5 eem Placentaprefsaft. Im ganzen wurde 4mal gespritzt 
und dann nach einem Intervall von 6 Tagen nach der letzten 
parenteralen Zufuhr Blut entnommen. Das Resultat war stets 
dasselbe: Ohne Einspritzung keine Spaltung, nach Einspritzung 
Abbau des Placentapeptons durch das Serum. 
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Endlich haben wir bei Meerschweinchen den gleichen Ver- 
such ausgefiihrt, nur wurde hier Placentaextrakt von Meer- 
schweinchen gespritzt und zwar in eine Schenkelvene. Wir ver- 
wendeten 0,6 ccm davon zu jeder Injektion. Stets trat nach 
der Einspritzung Spaltvermégen des Serums auf. 

Bemerkt sei, dafi wir ausschlieBlich aus Menschenplacenta 
bereitetes Pepton zu den Spaltversuchen verwendet haben. 

Die bei den Tierversuchen erhaltenen Resultate decken 
sich somit vollstindig mit den am Menschen gemachten Be- 
obachtungen. 

War die Annahme richtig, dah die von uns mit Hilfe der 
optischen Methode festgestellten Fermente des Blutserums 
Schwangerer die Aufgabe haben, blutfremde Bestandteile ab- 
zubauen, dann mufte es méglich sein, den Abbau auch durch 
Dialyse nachzuweisen. Wir stellten folgende Versuche an. In 
kleine Dialysierschliiuche — bereitet aus Fischblasenkondoms —- 
gaben wir: 1. Serum von Schwangeren, 2. solches von nicht 
Schwangeren, 3. gekochte Placentastiickchen, 4. gekochte Pla- 
centastitickchen plus Serum von Schwangeren, 5. gekochte Pla- 
centastiickchen plus Serum Nichtgravider, 6. gekochte Pla- 
centastiickchen plus Serum von Eklamptischen, 7. erstere plus 
Serum vom Fotus, 8. idem plus auf 60° erwarmtes Serum von 
Schwangeren. 

Wir dialysierten gegen destilliertes Wasser und priiften 
nach 24 Stunden die Aufenfliissigkeit auf biuretgebende Sub- 
stanzen. Diese Probe fiihrten wir, wie folgt, aus: Das Dialysat 
wurde in ein kleines Reagenzglas iibergefiihrt. Zu der Lésung 
setzten wir 1 ccm 33°/oiger Natronlauge, schiittelten um und 
fiigten nunmehr vorsichtig tropfenweise eine sehr stark ver- 
diinnte Kupfersulfatlbsung hinzu. Diese Losung darf nur eben 
angedeutet blau gefirbt sein. Man erhalt dann auf der Ober- 
flache der im Reagenzglas befindlichen Fliissigkeit einen blau- 
gefarbten Ring. Einzig und allein bei Probe 4 und 6 trat Rotviolett- 
farbung ein. Es hatten sich somit unter dem EinfluB des Serums 
der Schwangeren und der Eklamptischen Peptone aus den Pro- 
teinen der gekochten Placenta gebildet. Dieses Resultat wurde 
stets wieder erhoben. Das Dialysierverfahren gab Resultate, 
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die mit den mit Hilfe der optischen Methode erhaltenen stets 
ubereinstimmten. 

Wir haben das Placentagewebe absichtlich gekocht, weil 
wir auf diese Weise etwa in der Placenta vorgebildete biuret- 
gebende Korper entfernen konnten. Die Placenta wurde in 
kleine etwa erbsengrofe Stiicke zerschnitten und dann die ganze 
Masse 30 Minuten in kochendem Wasser belassen. Nun wurde 
abfiltriert und so lange mit Wasser gewaschen, bis das Filtrat 
keine Spur einer Biuretreaktion mehr gab. Die Stiickchen 
wurden dann in Wasser suspendiert, das mit Chloroform ge- 
sittigt war. Auferdem bedeckten wir die Fliissigkeit mit Toluol 
und stellten dann die Mischung in einer gut verschlossenen 
Flasche in den Eisschrank. Vor dem Gebrauch wurden die 
Sttickchen gut gewissert. Dann gaben wir einige davon in den 
kleinen, sicher dichten (!!!) Dialysierschlauch, ferner fiigten wir 
2 ccm Serum hinzu und tauchten dann den Schlauch in einem 
kleinen Erlenmever in Wasser. Es geniigen 10—20 ccm 
Wasser. 

Diese einfache Methode, die als Dialysierverfahren be- 
zeichnet sei, ermdglicht es, die Diagnose der Schwangerschaft 
mit, wie es nach den bisherigen Erfahrungen scheint, grObter 
Sicherheit zu stellen. Wenigstens haben wir bis jetzt keine 
Fehldiagnose zu verzeichnen. Eine Kontrolle mit Hilfe der 
optischen Methode ist erwiinscht. 

Die optische Methode und das Dialysierverfahren 
geben uns einen Einblick in Vorgange im Blute 
Schwangerer, die bis jetzt nur vermutet werden 
konnten. Die erhaltenen Resultate zeigen, dafi das 
Blut Schwangerer auf blutfremde Stoffe eingestellt 
ist. Es wird alles Fremdartige durch Abbau unschid- 
lich gemacht. Dieser Vorgang erklirt vielleicht mancherle! 
Erscheinungen wiihrend der Schwangerschaft, wie das Aul- 
treten von Ubelkeit, Erbrechen usw. Mangelhafter Abbau oder 
umgekehrt Anhiufung von Abbauprodukten usw. kénnen_be- 
stimmte Folgen nach sich ziehen. 

Wie der eine von uns schon wiederholt betont hat. diirfte 
das Eindringen anderer blutfremder Stoffe in das Blut gleich- 
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falls zur Fermentabgabe an das Blut fiihren. Eine Ausdehnung 
der geschilderten Versuche auf ein gréferes Material wird ohne 
Zweifei zu interessanten Kesultaten fiihren. 

Bemerkt sei noch, dafi ohne Zweifel auch andere Schutz- 
fermente, die auf die anderen Bausteine der Zellen der Chorion- 
zotten eingestellt sind, im Plasma Schwangerer sich finden. 
Wir hatten bis jetzt noch keine Gelegenheit, unsere Versuche 
nach dieser Richtung auszudehnen. Ferner ist es denkbar, daB 
man in giinstigen Fallen bei der Dialyse von Serum Schwangerer 
direkt Peptone wird nachweisen kénnen, und ebenso muf dann, 
wenn im Blute ein Abbau von Chorionzotten statthat, die 
optische Methode ohne Zusatz von Placentapepton einen Aus- 
schlag geben. bis jetzt konnten wir nur in zwei Fallen eine 
Anderung der Anfangsdrehung des Serums von Schwangeren 
ohne jeden Zusatz feststellen. Es war in diesen Fallen das Blut 
offenbar in einem Momente entnommen worden, in dem Chorion- 
zottenzellen im Plasma vorhanden und im Abbau begriffen waren. 

Endlich sei noch hervorgehoben, dab die Moglichkeit vor- 
liegt, dali bei Carcinom usw. das Serum auch ein Spaltvermégen 
zeigt. Jedesmal, wenn blutfremdes Material ins Blut eindringt, 
reagiert der Koérper mit Schutzfermenten. Weitere Unter- 
suchungen miissen zeigen, ob hier die Bildung spezifischer 
Fermente, d.h. auf die einzelnen Substrate angepafter Fermente 
vorliegt. Nach vorliufigen Versuchen scheint das der Fall 
zu sein. 

Nicht ohne Interesse ist die Beobachtung, dafi das Pepton 
aus Menschenplacenta von Serum schwangerer Frauen in anderer 
Richtung abgebaut wurde, als von Tieren, denen Placentaextrakt 
resp. -prefbsaft eingespritzt worden war. Es sind noch eine 
grobe Anzahl von einzelnen Problemen zu bearbeiten, bis ein 
klarer Einblick in die Bildung und die Bedeutung der Schutz- 
fermente mOéglich sein wird. Weitere Untersuchungen im hiesigen 
Institut mit triichtigen und nichttrichtigen Tieren sind im Gange. 

Ks ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Geh.-Rat Prof. 
Dr. Veit, Halle a. S., fiir die Uberlassung von Material unseren 
herzlichsten Dank auszusprechen. 




















Zum Abbau des Xanthins und Coffeins im Organismus 
des Menschen. 
Von 
Walter Levinthal. 


(Aus der II. Medizinischen Klinik in Miinchen, Direktor Prof. F. v. Miller.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Februar 112.) 


Obwohl kaum ein Gebiet der physiologischen Chemie in 
den letzten Jahren nach den verschiedensten Seiten so mannig- 
faltig durchgearbeitet worden, wie das des Purinstoffwechsels, 
ist bis heute noch eine ganze HReihe selbst der hauptsich- 
lichsten Probleme Gegenstand der Untersuchung und Diskussion. 
Ich erinnere nur an zwei Dinge: So wird 1. die Frage, ob wir 
die Harnsiiure als unangreifbar im menschlichen Organismus 
aufzufassen haben, oder einen weiteren Abbau, etwa bis zum 
Harnstoff, annehmen diirfen, zwar von der Mehrzahl der Au- 
toren (z.B. Wiechowski, Umber, Klemperer u. a.')) heute 
im ersteren Sinne beantwortet, aber trotzdem glauben einige 
Untersucher mit ihren Resultaten an dem alten Standpunkt 
vom Abbau festhalten zu miissen.2) Und 2. denke man an 
das Problem des Abbaues der methylierten Xanthine, im we- 
sentlichen an die Frage der Entstehung von Harnsaéure aus 
Coffein, Theobromin und Theophyllin. Ich bemerke, da’ das 
zuerst erwihnte Problem nicht zum Gegenstande dieser Arbeit 
gehort, dali sich aber Gelegenheit finden wird, zum zweiten 
Stellung zu nehmen. 

Seit tiber 10 Jahren ist von den verschiedensten Seiten 
die Entstehung der Harnséure, und zwar sowohl der endogenen, 
wie exogenen Komponente, Gegenstand der Untersuchung ge- 


') cf. Sitzungsbericht des Deutsch. Kongr. f. innere Medizin, Wies- 
baden 1910. 

*) z. B. Frank und Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. 63. 
S. 269 ff. 
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wesen. Ausgehend von der Anschauung, daf der exogene 
Anteil im wesentlichen, wenn nicht gar ausschlieBlich, aus den 
in der Nahrung préformierten Purinkérpern stamme, ist man 
daran gegangen, in mdglichst exakten physiologischen Ver- 
suchen den Anteil der einzelnen Purinbasen festzustellen. So 
liegen heute eine ganze Reihe von Resultaten im besonderen 
fiir den menschlichen Organismus vor.') 

Und da zeigt es sich, daf kaum zwei solcher Reihen bei 
den verschiedenen Autoren annihernde Ubereinstimmung zeigen. 
Es sollte hier die Aufgabe gestellt werden, nachzusehen, ob 
es geliinge, eine Erklirung fiir die Verschiedenartigkeit dieser 
Resultate zu finden: und deshalb wurden die Untersuchungen 
auf einen einzigen Purinkoérper, das Xanthin, beschrankt. 
Fiir die Wahl gerade dieser Base war des weiteren der Um- 
stand mabgebend, dali gerade sie am wenigsten bisher unter- 
sucht worden, besonders im Vergleich zum Hypoxanthin weit 
zuriicksteht. Schlieblich aber darf das Xanthin unter séimtlichen 
Purinbasen eine besondere Stellung beanspruchen, weil es die 
letzte Vorstufe zur Harnsiiure und damit nach unserer An- 
schauung eine obligatorische Durchgangsstation fiir den ge- 
samten Purinstoffwechsel darstellt und tiberdies der Ausgangs- 
punkt der methylierten Xanthine ist. So lautete also das Problem: 
Es war nachzusehen, in welcher Menge und in welcher Form 
nach verschiedenen Applikationsmethoden das Xanthin beim 
Menschen wiedergefunden werden koénnte. Diese Versuche 
wiiren eventuell auch auf den Gichtkranken auszudehnen. Nicht 
zuletzt wurde an diese Untersuchung die Hoffnung gekniipft. 
dal es vielleicht geliinge, im Xanthin ein brauchbareres dia- 
gnostisches Hilfsmittel fiir die Gicht zu finden, als es die bisher 
gebriiuchliche Thymus oder Nucleinsaure darstellt. 

Ich gebe zuerst einige Zahlen aus der Literatur: Die 
Untersuchungen iiber Hypoxanthin und die Amidopurine reichen 
etwas weiter als die des Xanthins zuriick. So fand Min- 
kowski?) bereits 1898 bis 50°/o verfiitterten Hypoxanthin- 


1) Literaturiibersicht bei Bloch, Biochem. Zentralbl., Bd. 5, S. 562 ff. 
*) Minkowski, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 41, 
S. 375, 1898. 
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stickstoffs als Harnsiiure wieder, einen Befund, den Burian 
und Schur?) bald darauf bestitigen konnten. Dagegen hatten 
die dlteren Arbeiten tber Guanin (Kerner und Stadthagen, 
Burian und Schur) und Adenin (Kossel, Minkowski) nur 
zu negativen Resultaten gefiihrt.?) 

Die ersten, die Xanthinversuche an Menschen unter- 
nommen haben, waren Kriiger und Schmid in ihrer grund- 
legenden Arbeit aus dem Jahre 1902.%) Aus der Zeit vorher 
liegt nur ein Versuch am Hunde von Nencki und Sieber‘) 
und einer am Kaninchen von Kriiger und Salomon,') beide 
mit negativem Erfolge, vor. Kriiger und Schmid gelang es, 
von den verfiitterten 1,5 g der Base mit 0,5520 g N 10,2%/o 
als Harnsiure und 1°/o im Basengemisch wiederzufinden. Er- 
heblich gréfer stellt sich bei ihnen die Steigerung der Harn- 
siure nach Verfitterung von Hypoxanthin und Adenin dar, 
wieder ausgedriickt in Prozenten des verfiitterten Purin- 
stickstoffs : 

Nach Hypoxanthin ca. 62 Jo 


, 


»  Adenin » 41 Jo 


Die Steigerung des Basenstickstoffs ist viel kleiner, die 
stiirkste tritt mit einem Werte von 3°/o nach Adenin auf. 

Aus der Folgezeit stammen dann eine ganze Reihe von 
Untersuchungen iiber die Verfiitterung von Hypoxanthin und 
von den Amidopurinen. Ich nenne nur noch Landau,*) der 
nach Gaben von 0,8 bis 1,5 g Hypoxanthin sogar 46 bis 88°/o 
wieder gewinnt, ferner Brugsch und Schittenhelm, 7’) deren 
Zahlen bei einem Gichtiker folgende sind: 


') Burian u. Schur, Archiv f.d. ges. Physiol., Bd. 87, S. 239, 1901. 

*) Zitiert b. Kriiger u. Schmid, Diese Zeitschrift, Bd. 34, 5. 549 ff, 
1902. 

*) Kriiger u. Schmid, Diese Zeitschrift, Bd. 54, 5. 549, 1902. 


‘) Kriiger u. Salomon, Diese Zeitschrift, Bd. 31, S. 184 (Anm.). 
*) Landau, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 95, S. 280, 1909. 
*) Brugsch u. Schittenhelm, Zeitschrift f. exp. Pathol, Bd. 5, 


S, 215, 1908. 
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Adenin 50 °/o 
Guanin Spuren 
Hypoxanthin 13 %/o 


und schlieBlich Rotky!), der Guanin- und Hypoxanthinversuche 
an Patienten verschiedener Art anstellt. 

Angaben tiber Xanthinverfiitterung finde ich erst wieder 
im Jahre 1910 bei Lafayette Mendel und John Lyman.?) 
Diese Autoren haben neben Versuchen am Kaninchen, Hund, 
Schwein den Purinstoffwechsel nach Verfiitterung von Xanthin, 
Hypoxanthin, Adenin und Guanin an zwei stoffwechselgesunden 
Individuen untersucht. Ihre Resultate sind in der folgenden 
Zusammenstellung enthalten, wieder ausgedriickt in Prozenten 
des verfiitterten Purinstickstoffs : 


U-N B-N 
Hypoxanthin 64 4 
.,,, ) Xanthin D3 2 
iat Guanin 31 3 
Adenin a7 3,6 
Hypoxanthin 56,6 2 
.,,. } Xanthin 46 1 
siaet Guanin 19,5 2,7 
| Adenin 30 3 





Bei ihnen finde ich auch einen Fall von Plimmer, Dick 
und Lieb’) zitiert, wo die ErhOhung der Harnséureausscheidung 
nach Xanthin und Guanin 10°/o des verfiitterten Purinstickstoffs 
nicht iiberschritt. 

Das Praparat, das wir zu unsern Untersuchungen ver- 
wandten, stammte aus den Elberfelder Farbwerken und war 
uns vom Direktor Prof. Dr. Duisberg in dankenswertester 
Weise zur Verfiigung gestellt. Da die Konservierung der freien 
Base auf mannigfaltige Schwierigkeiten st6{t, so erhielten wir 
das Xanthin als Na-Salz von der Formel C;N,H,0,Na +- H,0O. 


') Rotky, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 98, S. 540, 1910. 
*) Mendel und Lyman, Journ. of biologic. Chemistr., Bd. 8, Ne. 2, 
S. 115ff., 1910. 
5) Plimmer, Dick u. Lieb, Journ. of Physiol., Bd. 39, S. 98, 1909. 
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Da die Stickstoffbestimmung keinen vollig entsprechenden Wert 
ergab, so wurde eine genaue Analyse des Priiparates auf drei- 
fachem Wege unternommen. 1. Die Kupferfillung einer be- 
stimmten in Wasser gelésten Menge nach Kriiger-Schmid. 
2. Die Reinigung des Priiparates und die Gewinnung der freien 
Base nach Horbaczewski und 3. die Bestimmung des Silber- 
resp. Silbernitratdoppelsalzes. 

Die Berechnung nach der obigen Formel verlang! einen Xanthin- 
gehalt von 79°/o, d. i. ein Stickstoffgehalt von 29 °/o. 

1. Die Kupferfillung ergab ca. 65°/o Purinbase, d. i. ein Stick- 
stoffgehalt von 24°. 

2. Der zweite Weg, bei dem in mehrfachen Kontrollen eine be- 
stimmte Menge des Priparates aus seiner Lésung in NaOH, die mit 
Wasser verdiinnt war, durch Essigsiiure gefallt wurde, ergab eine Aus- 
beute von ca. 59°/o reinen wasserfreien Xanthins. (Verlangt 36,84°/o N, 
gefunden 36,81 bis 36,87 °/o N.) 

Ich bemerke, dafi diese Reinigung des Priparates nach 
Horbaczewski anfangs auf Schwierigkeiten stie}; ich hatte 
sonst die Base immer erst nach ihrer Reingewinnung und jedes- 
maligen analytischen Identifizierung fiir meine Untersuchungen 
verwandt. So mufte die einmal begonnene Methode, das Préa- 


parat selbst zu applizieren, beibehalten werden. 

3. Der dritte Weg, die Gewinnung des Silbersalzes und weiterhin 
des Silbernitratsalzes, stief auf die bekannten Schwierigkeiten. Ich 
erinnere daran, dafs die Zusammensetzung dieser Salze in der Literatur 
inkl. den Lehrbiichern verschieden angegeben, eventuell als dubiis be- 
zeichnet wird. Die Methode war folgende: Eine bestimmte Menge des 
Salzes wurde in NH, gelést, mit ammoniakalischer Silberlésung aus- 
gefallt, nach mehrstiindigem Stehen abgesaugt und mit ammoniakhaltigem 
Wasser bis zur villigen Chlor- und Silberreinheit gewaschen, im Brut- 
apparat getrocknet. Das dabei meist schwarz werdende Salz wurde in 
Salpeterséiure von der Dichte 1,1, d. i. 17,11°/eig, heifS gelést. Beim Er- 
kalten krystallisierte das Silbernitratsalz aus. 

Die Analysen des Silbersalzes ergaben in 3 bis 4 Bestimmungen 
sehr schwankende Werte: Fiir N 16—18°/o, fiir Ag 48—54 °/o. 

Fir C,H,N,O,-Ag,O berechnet sich: N 14,6°/o, Ag 56,25 %/o 


» (,H,N,O, - AgO » > » 20,3%, » 40,6 % 
> (C,H,N,O,),-Ag,0 > » > 21%, > 40% 
> (C,H,N,O,),-AgO > >» 26%, > 25% 


Fiir keine dieser Formeln konnten die gefundenen Werte in be- 
friedigende Ubereinstimmung gesetzt werden. 
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Das Silbernitratsalz wird meist aufgefafit als eine einfache Addition 
des Xanthins mit Silbernitrat von der Formel C;N,H,O,- AgNO,. Ist diese 
Formel richtig, so verlangt sie einen Gehalt von 17,4°/o N und von 33,5 °/o Ag. 
Die Bestimmung dieser Werte stGf{t nun deshalb auf Schwierigkeiten, weil, 
wie schon Strecker') angibt, beim Waschen des Krystalles mit Wasser an- 
geblich das Silber entfernt und zwar eventuell bis zur Halfte reduziert wird. 
Ich versuchte deshalb zu einem Ziele zu gelangen, indem ich die abgesaugten 
Krystalle zum Teil mit Wasser, zum Teil mit Ather wusch. zum Teil 
vollig ungewaschen lief. In jedem Fall wurde eine Trocknung bei ca. 80 
bis 130° vorgenommen. Dabei ergaben sich auffallenderweise fiir alle 
3 Falle leidlich tibereinstimmende Resultate, die sowohl was den N-Ge- 
halt, wie den Ag-Gehalt betrifft, fiir die oben angegebene Formel nicht 
stimmten. Mikroskopisch zeigten sich iiberall zierliche Biischel feiner pris- 
inatischer Nadeln. Da die Trocknung bei 130 bis 140° noch einen Wasser- 
verlust von 3,62°/o ergab, so gelingt es, simtliche Werte in geniigende 
Ubereinstimmung zu setzen, wenn man die Formel (C,H,N,O,),- AgNO 
'- H,O fiir die Krystalle annimmt. Hier meine Zahlen: 


2 
> 





N Ag 
1. in 0,141 g gef.: 0,03136 ¢; in 0,320 g gef.: 0,071 g 
ber.: 0,08210 » ; ber.: 0,070 > 
Mit Wasser ; 2. in 0,155 ¢ gef.: 0,033 » 
gewaschen ber. : 0,034 
5. in 0,050 g gef.: 0.01232 g; in 0,083 g gef.: 0,018 » 
ber.: O,OLL82 »; ber.: 0,0189 » 
4. bei 75° getrocknet 
- in 0,031 g gef.: 0,00756 g 
Mit Ather ber. : 0,00707 » 
gewaschen bei 140° weitergetrocknet Verlust von 6°/o H,O, davon 
in 0,039 g gef.: 0,0099 g; in 0,070 g gef.: 0,017 g 
ber.: 0,0092 >»; ber.: 0,016 » 


Ungewaschen: 8. in 0,052 g gef.: 0,01246 g; in 0,112 g gef.: 0,023 g 
ber.: O,O114 >»; ber.: 0,025 » 
)}. Wasserverlust bei Trocknung von 0,138 g bei 130 bis 
140°: 0.005 g —= 3,62°%0; berechnet: 3,66 °/o. 


_ 


Da eine quantitative Auskrystallisation aus der essigsauren 
LoOsung kaum erwartet werden konnte, darf angenommen werden, 
dal} unser Préaparat ca. 65°/o Xanthin mit 24°/o N bei einer Ver- 
unreinigung von ca. 14°/o enthalt. Diese Zahlen sollen allen 
Berechnungen zugrunde gelegt werden. 


') Strecker, Liebigs Annalen, Bd. 108, S. 146. 
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Alle Zahlen sind Mittelwerte von Doppelbestimmungen, 
die fiir Harnsiure-Basen im Urin nach Kriiger-Schmid, fiir 
die Basen in den Faeces nach Kriiger-Schittenhelm, fiir 
den Stickstoff nach Kjeldahl gewonnen wurden. 

Die erste Versuchsreihe wurde von einem stoffwechsel- 
gesunden Manne E. N. von 27 Jahren mit einem Korpergewicht 
von 64,5 kg bei purinfreier Diat erhalten. Die folgenden Tabellen 
] und II geben die Werte 1. nach einer Darreichung von 300 g 
Thymus, 2. von 4,1 g unseres Xanthinpraparates in wiisseriger 
Lésung per os. Leider konnten die Versuche nicht fortgesetzt 
werden, da das betreffende Versuchsindividuum nicht zu be- 
wegen war, die Kost weiterhin einzuhalten. 


Tabelle I. E. N. 

















Datum |Harnmenge Spez. Gew. Ges.- Ni U-N | B-N | 
1911 | in ccm | In g | ing | in g | 
3.1. 800-1025 | 7,8 | 0,1540| 0,0101 
1.11. 1160 | 1016 | 8&7 ‘ta 
2 | 1300 | 1017 9,0 hugeueed 0,0109) 
| 1000 | 1016 | 7,2 |0,1285 0.0074 
Mittel vom 31.1—4. Il. . .| 8,2 0,400 0,0100, 300 g Thymus mit 
| einem Purin-N-Gehalt 
5.1. 760 | 1023 8,7 | Seas 0,0133; von 1,2 g 
6. | 1120 | 1015 | 9,0 |0,1960 0,0106 
7, | 620 | 1021 7,0 “0.1254 0,0095. 





das ist eine Steigerung von 0,097 g U-N und von 0,003 g¢g B-N 
in Summa 0,100 g = 8,3°%o der verfiitterten NMenge. 


Es zeigt sich also, daB in diesem Falle die Erhéhung des 
Purinstickstoffes nach der Thymusdarreichung auferordentlich 
gering ist; dem entspricht die relativ diirftige Ausbeute nach 
dem Xanthin. Der Vergleich mit den folgenden Versuchen 
zwingt zu der Annahme, da’ die Resorptionsbedingungen bei 
E. N. ziemlich ungiinstige gewesen sind. 

Meine Hauptresultate gewann ich an Selbstversuchen, 
wobei ich vom 20. Januar bis zum 2. April und vom 1. Juni 
bis zum 4. Juli 1911 auf purinfreier Didt hielt. Ich habe nie- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 18 
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mals irgend welche Symptome einer Stoffwechsel- oder Nieren- 
krankheit gezeigt. Der Urin blieb in der Untersuchungszeit auch 
an den Xanthintagen frei von Albumen. Die Kost wurde an- 
fangs tadellos, spater nur mit Miihe ertragen, worauf wohl das 
geringe Absinken der Normalwerte gegen Ende der Kurve zu 
beziehen sein dirfte. Der Gesamtgewichtsverlust in der ersten 
dreimonatlichen Periode betrug tbrigens nur 4 kg. 


Tabelle Il. E. N. 

















Datum Harnmenge «a7 Gey, Ges-N U-N | B-N | 
1911 inecm | | ing | im g | in g | 
10.11, 1200 1016 | 7,0 | 0,1604 0,0147 
1. 900 | 1020 623 |0,1364 0,0132 
i. | 1060 | 1018 | 7,8 |0,1490 0,0137) 
14 | 680 | 1024 | 7,0 |0,1571/ 0,0105) 


Miltel vom 10.—14. Il... .| 7,0 0,1507 0,013 4,4 g unseres Xanthin- 
praparates mit 0,98 g N 





(5.1L) 1360 1011 7,2 | 0,1471 0,0109, 
li. | 1500 | 1010 | 6,6 | 0.1575 0,0116 
17. | 1200 | 1022 | 89 |0,2142 0.0147 
Is, | 1000 | 1019 | 61 | 0,1383 0,0112 
19. | 680 | 1024 | 60 0.1452) 0,0119 





also nur am 3. Tage eine Steigerung von 0,0635 g U-N und 0,0017 g B-N 
in Summa 0,0652 g = ca. 6,6°/o der verfiitterten N-Menge. 


!. Auch hier wurde zurerst Thymus gegeben. Die Steige- 
rung der Purinwerte (s. Tabelle III) betrug 0,0994 g U-N und 
0,0020 g B-N, in Summa also 0,1014 g = ca. 8,5°/o der ver- 
fiitterten Purin-N-Menge. 

Nach einigen Normaltagen wurde alsdann analog dem ersten 
Fall unser Xanthinpriaparat in Wasser gelést eingenommen. Die 
Gesamtsteigerung betrigt hier 0,1260 U-N und 0,0010 B-N, in 
Summa ca. 0,127 g = etwa 13°/o der verfiitterten N-Menge. 

II. In der zweiten Periode, wahrend der am 5B. Ill. 2,1 g 
des Xanthinpraparates in derselben Weise appliziert wurden, 
trat eine Steigerung iiberhaupt nicht ein. 
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Tabelle III. Selbstversuch. 








¢ . »g.-} LN ’ 
Datum Harnmengs Spez.Gew. Ges.-N U-N | B-N | 


| 








1911 | in ccm | in g | in g | in g | 
27.1.) 620 1034 10,1 | 0,1645) 0,013 
28, | 820 1033 13,8 0,214) 0,0172 
29, 940) (0229 13,2. 0,2319) 0,0135 
30. | 1320 1019 12,2 0,1649) 0.0139 
st. | 1100 | 1023 12,9 | 0,1621/ 0,013. 
Mittel vom 27.—31.1.. . .| 12,4 0,1876' 0,0143 300 g Thymus mit 1,2 g 
| Purin-N 
1. IL. 860 1032 13,6 | 0.2721) 0.0163. 
2 | 740 L031 11,0 0.2025) 0.0145, 
3. | 1180 1023 11,7. 0,1697) 00120. 
; | 800 1030 | 10,8 | 0,1856) 0,0171) 
5. | 850 1031 | 12,0 | 0,1808| 0,0155)|) Diese beiden Urine wurden 
6. 850 1031 | 12,0 | 0,1808| 0,0155/ f49s Mitte! fur jeden Tag 
7. 680 1035 | 11,8 0.1809) 0,0138 
Miltel vom 3.—7. Il... . «| 11,7 | 0,1796/0,0148 4,1 g des Xanthin- 
| priparates mit 0,98 g N 
8. IL. 760 | 1031 | 11,9 | 0.2415) 0,0160 
\, 1040 1026 = 12,4 | 0,2268) 0,0135) 
10. | 1280 1020 | 10,5 0,1971) 0,0143 
i. | 1620 | 1020, 11,7 | 0,1877/ 0,0164 


III. Da dieser Versager mehr oder weniger nur auf eine 
gestorte Resorption seitens des Darmes bezogen werden konnte 
und diese Auffassung in der ungeniigenden Wasserloslichkeit 
des Praparates ihre Unterstiitzung fand, so stellte ich mir nun 
zuerst die Aufgabe, wenn mdglich eine Applikationsweise zu 
linden, mittels derer eine giinstigere Ausnutzung zu erzielen 
wire. Ich méchte an dieser Stelle Herrn Dr. Hans Fischer, 
dem Laboratoriumsvorstand, fiir seinen jederzeit freundlichst 
gegebenen Rat bestens danken. Ich nahm an, dafi die kolloidale 
Natur des Xanthinniederschlages, der durch Essigsaure aus hoch- 
konzentrierter alkalischer Lésung gefallt wird, der Resorption 
giinstig sein miiBte, besonders wenn man die vielleicht stérende 
Wirkung der Salzsiaure im Magen durch Darreichung von Natrium 

18* 
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bicarbonicum paralysiert hatte. So wurde also fiir die folgenden 
Perioden die betreffende Menge des Priparates in wenig NaOH 
gelost und unter starkem Umriihren Essigséiure bis zur leicht 
sauren Reaktion hinzugefiigt. Dabei fiel ein gelblich weiBer 
kolloidaler Niederschlag aus. Diese Suspension wurde nach 
Darreichung einer geniigenden Menge von doppelkohlensaurem 
Natron vor dem Essen getrunken (s. Tab. IV!). 


Tabelle IV. Selbstversuch. 


fn ___________—______} 
; 














Datum Harnmenge p97 Gey, Ges-N U-N | B-N | 

1911 | in-cem | | ing | ing | in g | 

7.1.) 960 | 1024 | 11,5 | 0,1952) 0,0155] 

8. 880 | 1029 | 10,5 | 0,1461 0,0119 

9. 680 1029 | 10,2 |0 1383 0,0124 

10. 1120 | 1024 | 13,6 | 0,2062) 0,0153 

12. 1000 | 1026 | 12,6 | 0,1880) 0,01: it 

| 1160 | 1022 | 108 jotzat — | 

Mittel vom 7.—14. Il. . .| 11,5 | 0,1735) 0,0140 2,05 g des Xanthin- 
| priiparates in essigs. 

15. Ill.| 1440 | 1028 | 13,5 0.2863 0,0146) Fallung mit 0,49 g N. 

16. | 1400 1022 | 98 0.2460 0.0132 

17, | 2460 | 1012 | 11,3 (0,1810 0,0154 


Das ist eine a von 0,185 g U-N == ca. 38%o der ver- 
fiitterten N-Menge, die sich also hier auf die Harnsdure allein beziehen, 
wihrend eine Steigerung des Basenstickstoffs tiberhaupt nicht auftrat. 


Zu gleicher Zeit sollte durch Untersuchung der Faeces 
eventuell die der Resorption entgangene Menge wieder aul- 
gefunden werden. Bei diesen Untersuchungen haben sich zwar 
keine vollig konstanten Basenwerte finden lassen, immerhin 
scheint mir, wie aus Tabelle V ersichtlich, eine gewisse Steige- 
rung unverkennbar. Da ich vorher durch gleichzeitige Verab- 
reichung von Tierkohle festgestellt hatte, daB sich die Aus- 
scheidung bis auf 3 Tage erstreckt, ergibt sich eine Gesamt- 
steigerung von ca. 0,132 g = etwa 27°/o der verfiitterten N-Menge, 
so dab in Urin und Kot zusammen ca. 65°/o Purin-Stickstoff 
wiedergefunden werden konnten. Und hiervon traten also 
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mehr als 2/5 im Kot auf, als ein Anteil, der den Darm un- 
resorbiert passiert hat. 


Tabelle V. Faeces. 


Datum B-N 
6. Il. 0,1140 
7. 0.1260 
8. 0,0840 
Y, 0,0725 
12. 0,0958 

Mittel ca. 0,10 
15. Tag 0,1695 
16. > 0,1050 
17. » 0,1624 
18. » 0,1040 


IV. Ein charakteristisches Beispiel von der grofen Be- 
deutung der Resorptionsverhaltnisse auf die Ausscheidung im 
Urin gibt der niachste Versuch. Hier sollte am 21. III. eine 
doppelt so grofBe Menge des Priéparates in 5maliger Dosis 
nach der gleichen Methode verabreicht werden. Schon beim 
vierten Male trat so erheblicher Widerwillen auf, daf} auf die 
letzte Dosis vollig verzichtet werden muBte und nur eine Gesamt- 
menge von 3,2 g mit 0,75 g N eingenommen werden konnte. 
In der Folge stellte sich leichter Durchfall ein; dementsprechend 
findet sich auch nur am 22. eine geringe Steigerung von etwa 
0,045 g U-N und 0,004 g B-N, das ist in Summa ca. 0,05 = 
nicht ganz 7°/o. Im Kot konnte die der Resorption offenbar 
entgangene Menge hierbei nicht wieder gefunden werden. Die 
Erklarung dafiir ist m. E. diese: Wie Schittenhelm’) gezeigt 
hat, unterliegen die Purinbasen des Kotes, und zwar sowohl 
die physiologischen wie die experimentell zugesetzten, bei der 
Faulnis einer bakteriellen oder fermentativen Zerstérung. Und 
ein Opfer dieser durch die Diarrhée noch verstirkten Fiaulnis 
sind offenbar auch die der Resorption entgangenen Xanthin- 
mengen in unserem Falle geworden. Ich will nicht unerwahnt 
lassen, daB von mir selbst angestellte Faiulnisversuche mit Diinn- 
darminhalt und Kot, die nach Zusatz von Xanthin 48 Stunden 


') Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 199, 1903. 
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bei 37° C. gehalten wurden, die Resultate Schittenhelms 
bestatigt haben. 

V. Im Gegensatz zu diesem letzten Versuch wurde jetzt 
die geringe Menge von 1,2 g des Priparates, nach derselben 
Methode gefiillt, in 3 maliger Dosis von je 0,4 g gegeben. Ta- 
belle VI zeigt mit der Wiedergewinnung von 76°/o eine bisher 
ungewOhnlich hohe Ausnutzung. 


Tabelle VI. Selbstversuch. 








Datum Harnmenge Ges-N.| U-N | B-N 


Spez. Gew. 





1911 in cem ing | ing | ing | 

23. Ill. 1080 § 1028 10,3. 0,1569 0.0110 

24. 1280 | 1019 | 11,4 0,1680 — 

26. | 1320 | 1023 11,1 | 0,1848) 0.0125 

28. 960 | 1024 83° 0,1559) 0.0148 

Mittel vom 23.—28. IIL . . 10,3 0.1664) 0,0128 1,2 g des Xanthin- 


| praparates in essigs. 


29. Il. 1080 | 1030 12,4 0.2646) 0,0212 Fallung mit 0,288 ¢ N. 
30, 1160 | 1025 | 114 0.2452 verloren 
31. 1440 1022 | 10,5 (0,1925, 0,0166 
1. 1V. 2240 | 1012 11,3 | 0,1788 0,0180, 


Das ist eine Steigerung von 0,2031 as cages in Summa mehr als 0,22 g 
== liber 76°/o der verfiitterten N-Menge. 

In diesen Ergebnissen schien mir der Weg zum Ver- 
stiindnis der Differenzen in den verschiedenen Literaturangaben 
und in meinen eigenen Versuchen klar gewiesen. Da es sich 
beim Xanthin bekannterweise um einen schwer resorbierbaren 
K6érper handelt, so konnten jene Schwankungen sehr wohl auf 
die den verschiedensten Einfliissen unterworfenen Resorptions- 
verhiltnisse bezogen werden. Volles Licht muBbte in diese Dinge 
zu bringen sein, wenn es gelinge, das Priparat mit Aus- 
schlieBung der Darmresorption dem Organismus einzuverleiben. 
Mir sind selbstversténdlich sehr wohl jene Einwénde bekannt, 
die gelegentlich der parenteralen Harnsiiureversuche, wie sie 
mehrfach!) angestellt worden sind, von verschiedenen Seiten, 


') Cf. Burian u. Schur, Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 87, 5. 326. 
1901. — Ibrahim und Soetbeer, Diese Zeitschrilt, Bd. 35, S. 1, 1902. 
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hauptsichlich von Schittenhelm und Brugsch, erhoben 
wurden und auch heute noch aufrecht erhalten werden. Aber ich 
erinnere daran, daf} es sich hier immer um subcutane resp. intra- 
muskulare Injektionen gehandelt hat, und verweise auf jenen 
klassischen Versuch von Umber!) und seine klaren und ein- 
deutigen Begriindungen, wenn er als erster Harnsaéure direkt 
durch intravenoOse Injektion in die Blutbahn bringt. Ks ist 
bekannt, dafi es ihm gelang, beim Gesunden in einem Fall 80°!» 
im Laufe von 4 Tagen, im 2. Fall 94,6°/o im Laufe von 2 Tagen 
wiederzugewinnen. Dieser Umbersche Versuch wurde fiir mich 
mafigebend bei der weiteren Untersuchung des Xanthinabbaues. 
Ich hoffte mit einer analogen Anordnung ein letztes Resultat 
eindeutig zu gewinnen. Wie bei Umber sollte das Xanthin 
in Piperazin gelést injiziert werden. Es versteht sich von selbst, 
dafi ein soleher Versuch, der bisher, so viel ich weil, noch 
niemals unternommen worden ist, und fiir den ich auch bisher 
keine Analogien unter den Tierexperimenten finden konnte, 
unter den grdften Kautelen angestellt werden mubte. Ich 
schaltete deshalb hier zunachst ein Kaninchenexperiment ein. 
Das etwa 4 kg schwere minnliche Kaninchen, dessen Urin 
zweimal am Tage mittels Katheter gewonnen wurde, erhielt 
eine Menge von 0,4 g des Priparates mit 0,096 g N in Piperazin 
gelost kérperwarm in die Ohrvene eingespritzt. Leider gelang 
keine vollig quantitative Einverleibung, und ein kleiner Rest 
im Glase zeigte noch deutliche Xanthinreaktion. Obwohl dieser 
Versuch natiirlich in erster Linie unternommen war, um ledig- 
lich die Unschiidlichkeit resp. die Giftigkeit des Priiparates zu 
erproben, so durfte doch eine Bestimmung der Purinwerte 
nicht unterbleiben. 

Im Gegensatz zu anderen Autoren, wie Schittenhelm 
und Bendix,?) Mendel und Lyman‘®) finde ich auch fiir die 


— Wiechowski, Arci. f. exp. Pathol. u. Pharmak., Bd. 60, S. 185, 1909. 
— Benzctr, Z. f. exper. Pathol., Bd. 7, S. 339, 1909. 

* Umber und Retzlaff, Deutsch. Kongr. f. innere Med. Wiesbaden, 
April 1910. 

*) Schittenhelm u. Bendix, Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 461. 

*) Mendel und Lyman, I. ¢. 
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Normaltage eine deutliche Ausscheidung von Harnséure und 
Purinbasen, und zwar sind meine Durchschnittswerte etwa 
0,010 g fir U-N und 0,008 g fiir B-N. 

Am Tage der Injektion zeigt nun der Urin Erhéhungen 
auf 0,0477 g U-N und 0,0398 g B-N, die am niachsten Tage 
bereits abgeklungen sind; das sind also Steigerungen um zirka 
0,038 g U-N und 0,032 g B-N, in Summa 0,07 g, d. h. eine 
Wiedergewinnung von iiber 75°/o. 

Auf das Verhiltnis von Harnséure zu Basen wird nachher 
noch kurz einzugehen sein. Das Kaninchen ertrug die Injektion 
tadellos, zeigte weder allgemeine noch wesentliche lokale 
Stérungen. Auf dieser Basis konnte nun an den Selbstversuch 
gegangen werden, nachdem noch ein peroraler Versuch mit 
dem in Piperazin gelésten Priiparat vorausgeschickt war, um 
auch bei dieser Darreichungsmethode einen Vergleichswert fiir 
den Einflufs der Resorption zu gewinnen. 


Tabelle VII. Selbstversuch. 


Es 
Natum Harnmenge Ges.- N| U-N | B-N | 
in g | 








e's Spez. Gew.| ~, 
1911 | in ccm | | Ing} ing | in 
7. VI. 700 =| = 1029 10,9 0, 1553 0 0127 
8. 900 1028 | 13,5 | 0,1853 0,0139 
9, 900 | 1026 | 13,0 (0.1600 0,0139 
Mittel vom 7.—9. VL... | 12,5 0.1669 0,0135| 1,0 g des Xanthin- 
| | praparates in Piperazin 
10. VI; 1200 1021 | 14,0 (0,243 0,0160 per os mit 0,24 g¢ N, 
11. | 1800 | 1012 | 120 0.1918 0.0188 
12. | 1000 | 1026 | 134 0.1799) 0.0133 
13. 1400 | 1015 | 13,0 | (0,1578 0,0147 


Das ist eine Steigerung von 0,0951 -+- 0,0048, in Summa 0,10 = ca. 42°/o 
der verfiitterten N-Menge. 


Vil. Am 14. VI. wurde eine Menge von 0,5 g des Pra- 
parates in einer Piperazinlésung, die 2g Piperazin auf 60 ccm 
Wasser enthielt, kérperwarm in Kochsalzliésung eingeschaltet 
in die linke Cubitalvene injiziert. Die Injektion selbst 
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verlief ohne besondere Stérung oder sonstige Sensationen. 
Beobachtungen, wie sie Umber fiir die Harnsaureinjektion 
berichtet, konnten nicht gemacht werden, schon deshalb, weil 
natiirlicherweise das autosuggestive Moment nicht auszuschalten 
war. Ehe ich auf eine Darstellung der Resultate eingehe, mul 
berichtet werden, dafi sich im Anschluf an diesen Versuch 
doch zwei Erscheinungen einstellten, von denen die eine in wahr- 
scheinlichem, die andere in zweifellosem Zusammenhang mit 
der Injektion selbst steht. Nachdem der Urin bereits am zweiten 
Tage auf die normalen Werte zuriickgekehrt war, die gesamte 
Ausscheidung also an einem Tage stattgefunden hatte, trat am 
dritten Tage eine unverkennbare Steigerung und am vierten 
Tage eine kolossale Erhéhung beider Werte, besonders ex- 
zeptionellerweise des Basenwertes auf. Und diese Steigerung 
war begleitet von einem ganz plétzlich und ziemlich heftig 
einsetzenden Schmerzanfall im rechten Knie, der nachts nach 
einer ganz mafigen Strapaze durch Tanzen auftrat, keine 
Rotung, aber ganz leichte Schwellung und deutliche lokale 
Temperatursteigerung erkennen lief. Dieser Anfall hielt lang- 
sam abnehmend am nichsten Tage (dem 18. VI.) an und war 
am 19. véllig geschwunden. Ich habe fiir diese Erscheinung, 
bei der zum mindesten die Kongruenz von Purinsteigerung 
und Gelenkentziindung auffallt, keine Erklirung, bemerke 
librigens, dafi bei mir zurzeit das rechte Bein infolge einer 
postdiphtherischen Lihmung und daran anschliefienden Muskel- 
atrophie einen locus minoris resistentiae darstellte. 

Klarer ist die zweite Erscheinung. Eine mabige Schmerz- 
haftigkeit am linken Arm wurde anfangs von mir nicht weiter 
beachtet und lediglich auf den Einstich bezogen; als ich jedoch 
nach ein paar Tagen zufallig den Arm abtastete, zeigte sich 
eine Thrombose der Vena cephalica, die bis zum Deltoideus 
verfolgbar war und nach unten etwas tiber die Ellenbeuge 
hinausreichte. Es hat sich also herausgestellt, dali Xanthin 
fiir den menschlichen Organismus zu giftig ist und eine Wieder- 
holung des intravendsen Versuches aus diesem Grunde unter- 
bleiben mufte. Immerhin hat dieser Versuch zu interessanten 
Werten gefiihrt, in denen ich wohl unbedingt eine Bestitigung 
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meiner Auffassung sehen darf. Auf die oben gegebene Zahlen- 


reihe (Tabelle VII) folgen als Werte des Injektionstages: 
Datum 'Harnmenge. Ges.-N) U-N | B-N | 














| \Spez.Gew. . Ps 
1911 in ccm ing | in g |! in g | 
Mittel der Vortage . . . .| 12,5 | 0,1669| 0,0135 
15. VI} 1550 | 1021 | 15,2 | 0,2647/ 0,0217 
16. | 1800 | 1012 | 11,9 0,1726} 0,0126 
| | OL , inachts zwischen 17./18. 
17, | 1300 | 1024 | 139 0,2038) 0/0078 5 caseceniadtine nie 
18. | 1050 | 1026 13,8 | 0,2499 0,0257 
19. 600 1028 11,4 | 0,1693 0,0113. 


Das ist also eine Steigerung von 0,0978 +- 0,0082, in Summa 0,0160 g N 
von der einverleibten Xanthinmenge mil einem N-Gehalt von 0,12 ¢. 


Auf Prozente berechnet macht das eine Wiedergewinnung 
von ca. 89°/o, die sich mit 81,5 °/o auf Harnsiure und 7 °/o 
auf die Basen, d. h. wohl unveraéndertes Xanthin, verteilen. 
Ich glaube, dafi dieses Resultat ein gutes Analogon zu den 
Umberschen Versuchen darstellt, und darf wohl meine Ge- 
samtresultate zusammenfassen in dem Satz: Mit einer hohen 
Wahrscheinlichkeit wird das gesamte in den Stoff- 
wechselkreislauf des Menschen gelangte Xanthin 
quantitativ ohne Sprengung des Purinringes wieder 
ausgeschieden, wobei die Hauptmenge zu Harnsiure 
als Endprodukt oxydiert wird, ein kleiner Rest un- 
verindert den Organismus passiert. Bei samtlichen per- 
oralen Darreichungen des Xanthins kann anderseits immer nur 
eine teilweise Aufnahme in die Zirkulation erwartet werden. 
die in jedem Einzelfalle von den verschiedensten und zufil- 
ligsten Resorptionsbedingungen abhiangig ist. 


Von dieser Grundlage aus mag noch ein Blick auf die 
Zahlen geworfen werden, die an einem Gichtkranken ge- 


wonnen wurden. 

M. B., Dienstmann, 60 Jahre, Kérpergewicht 65 Kilo. Hat gedient. 
Friiher Potus (81 Bier). Vor 2 Jahren Gichtanfall in Handen und Fiifen. 
Jetzt neuer Anfall in beiden Fiifhen. Zahlreiche Tophi, Alb. u. Sacch. 
negativ. Wahrend der Untersuchungsperiode kein neuer Anfall und weder 
nach Thymus noch nach Xanthin die geringste Verschlimmerung im Befinden. 
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Der Patient, der schon lingere Zeit auf purinfreie Diiit 
gesetzt war, erhiell am 7. Dezember 1910 zu seiner gewohn- 
lichen Kost 300 g Thymus. Am ersten Tage trat weder fiir 
die Harnséure, noch fiir die Basen eine Veriinderung auf. 
Am zweiten, dritten und vierten Tage stieg der Gehalt von B-N 
ein geringes an, um am nachsten Tage auf die Norm zuriick- 
zukehren. Die Harnsiure zeigte nur am vierten Tage, das ist 
dem dritten Tage der Basensteigerung eine Erhéhung, um 
dann ebenfalls zur Norm zuriickzukehren (s. ‘Tabelle VIII), und 
zwar zeigt sich im ganzen eine Steigerung von 
0,0282 g U-N ++ 0,0054 g B-N, in Summa 0,0336 g = 2,8 °/o 
des verfiitterten Thymus-N. 

Nach drei weiteren Normaltagen wurde eine Menge von 
4,1 g unseres Xanthinpraparates in wisseriger LOsung per os 
gegeben. Jetzt trat bereits am nichsten Tage sowohl eine 
Steigerung der Harnséure- wie der Basenausscheidung auf, 
von denen die erstere 3 Tage anhielt, die letztere 2 Tage. 
Und zwar betrigt die Steigerung des 
U-N 0,0600, die des B-N 0,0040, d.i. in Summa 0,064 = 6,5 ° 0 
der verfiitterten N-Menge. 

Die geringe Steigerung der Purinwerte nach dem Thymus 
entspricht den bekannten Retentionsverlusten. Die Steigerung 
nach dem Xanthin ist mit 6,5°/o zwar wesentlich héher, als 
die nach der Thymusdarreichung, bleibt aber in entsprechender 
Weise zuriick hinter dem analogen Wert bei mir selbst (13°/o). 
Obwohl in allen Fiillen die Ausbeute des Xanthins nach der ein- 
fachen Darreichung in Wasser bei einer Menge, die wenigstens 
ganz ungefahr dem Stickstoffgehalt von 300 g Thymus ent- 
spricht, besser war als nach Thymus, so ist doch diese Aus- 
scheidung als Ausdruck der wechselnden und unsicheren Re- 
sorptionsmenge gar zu unzuverlissig, als daB sich jene anfangs 
erwahnte Hoffnung auf Gewinnung eines brauchbaren Ersatzes 
fir Thymus im Xanthin erfiillt hitte. 

Ich méchte diese Betrachtung nicht abschliefen, ohne auf 
eine Erscheinung hinzuweisen, die im Hinblick auf mancherlei 
Bemerkungen in der Literatur und auch jetzt aktuelle Probleme 
von besonderem Interesse erscheint. Wenn ja auch bekannter- 
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Tabelle VIII. 





Gichtiker M. B. 
———————— eee 














Datum Harnmenge <6, Gow, Ges-N U-N | B-N | 

1910 | in ccm | in g | in g | in g | 

2.XI1.| 1710 1010 8,1 0,0593! 0,0102 

3. | 1460 1008 4,9 | 0,0225) 0,0031, 

dy. 1850 1007 8,0 | 0,0492) 0,0071 

6. 2600 | 1008 — 10,0 | 0,0582! 0,0073 

7. 1780 | 1007 | 7,7 | 0,0554 0,0081) 

Mittel vom 2.7. XII. . . «| 7,7. | 0,0500| 0,0071 300 g Thymus mit 1,2 ¢ 
| Purin-N 

&.XIL} 1600 | 1010 | 7,8 0,0465 0,0067 

9, 1710 | 1007 | 6,6 0,0575) 0,0090 

10, 1710 | 1007 | 7,4 /0,0569 0,0081 

11. 1520 | 1010 | 9.8 (0.0782 0,0096) 

13. 1680 | 1009 7,3 | 0,0535 0,0071 

14. 1260 101L | 86 | 0,0507/ 0,0066 

15. _|_1650_ | 1008 _|_ 6,5 _| 0,0433) 0,0058 

Mittel vom 13.—15. XII. . . | 7,5 | 0,0500| 0,0065) 4,1 g des Xanthin- 

| | prdparates mit 

16.XIl. 2160 | 1007-88 | 0,0756, 0,0091 0,98 ¢ N. 

17. 1740 | 1007 | 8,0 |0,0706' 0,0079 

18. 1660 1009 7,1. 0,069) 0,058! ‘ 

19, 1300 1010 5,6 ,0808| 0,088! 


mafen das Verhaltnis von Harnséure zu Purinbasen, oder anders 
ausgedriickt der Prozentanteil der Basen am Gesamtpurin-N im 
Urin des purinfrei ernaéhrten Menschen gewissen Schwankungen 
unterworfen ist, so laBt sich doch im allgemeinen,') wie fiir 
unseren Fall der physiologische Anteil des Basenstickstoffs als 
ungefiihr 7°/o des Gesamtpurin-N angeben. Und nun zeigt es 
sich, daf die Xanthinausscheidung des Injektionsversuches in 
einem annihernden Verhiiltnis, namlich mit einem Basenanteil 


von ca. 47,7°/o stattgefunden hat. 


Dieser Hinweis findet eine 


interessante Unterstiitzung in der Betrachtung der Kaninchen- 
werte. Da dort jenes Verhiiltns ein anderes ist und zwar der 
Anteil des Basen-N am Gesamtpurin-N ungefihr 44°/o betrigt, 


') ef. Julie Hefter, Inaug.-Diss. Miinchen 1911. 
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so zeigt sich auch bei der Verarbeitung des Xanthins ein ganz 
anderes Bild, als wir es beim Menschen gefunden haben. Auch 
dort entspricht der Basenanteil mit ca. 43,6°/o ungefiihr dem 
physiologischen Verhaltns. 

Ich méchte an diese Purinstoffwechseluntersuchung noch 
eine kleine Versuchsreihe anschliefen, die der anfangs skizzierten 
Frage vom Abbau der methylierten Xanthine, im be- 
sonderen dem Problem gewidmet war, ob aus Coffein im 
Organismus Harnsiure entsteht. Bekanntlich leugnet die Mehr- 
zahl der Autoren (so Minkowski,!) Schutzkwer,?) Kriiger 
und Schmid,*) Schmid‘) u. a.), die Entstehung von Harnsiiure 
aus Coffein. Im Gegensatz zu ihnen gelangen aber Besser,°) 
ferner Axisa®) zu einer Bejahung der Frage, zu der sich bei 
Schittenhelm’) im Hundeversuch ein Analogon in der Ver- 
mehrung der Allantoinausscheidung nach Coffein findet. 

Es darf nicht verschwiegen werden, dafi nach diesen Publi- 
kationen Schmid*) mit Organversuchen noch einmal zu nega- 
tiven Resultaten kommt und so die altere Anschauung, wenn 
auch nicht sehr tiberzeugend, von neuem begriindet. 

Noch innerhalb der purinfreien Diét nahm ich zuerst am 
20. VI. per os 1,5 g Coffein. puri mit 0,433 g N in sechs- 
maliger Dosis ein (s. Tabelle IX). Wenn auch, wie langst be- 
kannt, der Hauptanteil in der Steigerung des Purin-N nach Dar- 
reichung von Coffein im Basengemisch — hier mit insgesamt 
0,085 g — wiedergefunden wird, so laft sich doch eine deut- 
liche Steigerung auch des Harnsdurewertes — von ca. 0,07 g — 
in diesem Falle nicht verkennen. Im ganzen stellt diese Steige- 
rung von 0,155 g eine Wiedergewinnung von nicht ganz 36°/o 
der verfiitterten N-Menge dar. Bemerkenswert erscheinen mir 
nun die Resultate des zweiten Versuches, bei den am 29. VI. 

- “1) Minkowski, Arch, f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. 41, S. 406, 1898. 

*) Schutzkwer, Inaug.-Diss. Kénigsherg 1882. 

’) Kriiger und Schmid, Diese Zeitschrift, Bd. 32, S. 104, 1900. 

4) Schmid, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. 77, S. 505, 1903. 

5) Besser, Ther. d. Gegenw., Bd. 50, S. 321, 1909. 

6) Axisa, Zentralbl. f. innere Med., Bd. 31, S. 113, 1910. 


") Schittenhelm, Ther. Monatsh., Bd. 24, S. 113, 1910. 
8) Schmid, Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 155, 1910. 
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eine Menge von 3,2 g Coffein. natr.-citr., gelést in ca. 50 cem 
Wasser, wieder in sechsfacher Dosis subcutan injiziert wurde. 
Diese Menge von 3,2 g des Doppelsalzes entspricht genau 1,5 g 
reinen Coffeins mit 0,433 g N (s. Tabelle IX). Es braucht nicht 
nochmals darauf hingewiesen zu werden, dai wiederum der 
Hauptanteil der Steigerung mit 0,063 g im Basengemisch steckt. 
Wenn nun auch der Harnsiiurewert mit 0,1829 das Mittel ein 
wenig tberschreitet, so stellt diese Zahl doch einen Wert dar, 
der durchaus innerhalb der Schwankungsgrenze liegt. Gleich- 
zeitig fallt auf, dafi bei dieser parenteralen Applikation nur 
etwa 14,5°/o des Stickstoffs in Form von Purin-N im Urin 
wieder erscheinen. Nun muB aber besonders darauf hingewiesen 
werden, daf in beiden Fiillen eine erhebliche Steigerung des 
Gesamtstickstoffes auftritt, und dai die Urinmenge eine starke 
Vermehrung — im ersten Fall bis auf das dreifache — erféhrt. 
Ks muf also daran gedacht werden, dafi auch die Steigerung der 
Harnsiure lediglich eine Folge der diuretischen Coffeinwirkung 
darstellt, soda irgend welche Schliisse auf eine Harnsaurebildung 
aus Coffein in unserem Falle nicht gezogen werden diirfen. 


Tabelle IX. Selbstversuch. 



































Datum Harnmenge 'Spez.Gew.| Ges. -N| U-N | B-N | 
1911 | inccm | | ing | in g | in g | 
19. VI, 600 | «1028 | 11,4 | 0,1693! 0,0113 
20. | 900 1027. | 11,4 | 0,1953) 0,0139, 1,5 g Coff. pur. mit 
| 0,433 g N 
21. 2600 1010 | 15,1 | 0,2480) 0,0664 
22, 740 1024 | 10,6 | 0.1456) 0,0466 
23. 740 1033. | 13,6 | 0,1678! 0,0135 
24. 940 1029 13,5 | 0,1750) 0,0.32 
25 700 1030 8,6 | 0,1838) 0,0137) 
26. 850 1028 | 12,2 | 0,1815 ‘opus 
29, 900 1026 | 11,3 0,1600| 0.0120 3,2 ¢ Coff. natr. citr. 
| (= 1,5 g Coff. pur.) mit 
30. 1300 1024 | 14,7 | 0.1829 basemen 0,433 g N subcutan 
1. VIL. 600 1028 | 123 | 0, 1659 0,0286 
2, 1125 | 1022 | 149 0.1054 0158 
3. 1000 4022 | 124 | 0,1533) 0,0119' 
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Bemerkenswert ist, daBb auch bei dem Gichtiker nach 
Coffein neben der Basensteigerung eine bedeutende Erhéhung 
der Harnséureausscheidung auftrat, und zwar wie nicht ver- 
wunderlich verzogert erst am 3. Tage. Aber auch hier zeigt sich 
mit der gleichzeitigen Erhédhung des Gesamtstickstoffs ein dem 
Selbstversuch entsprechendes Bild, und auch hier muf an eine 
lediglich diuretische Steigerung der Harnsiiure gedacht werden. 


Tabelle X. Gichtiker M. B. 
Daten annnenge Spez.Gew. Ges.-N U-N | B-N | 
1910 | incem | | im g | in g | img | 





'9.XIL| 1300 — 1010, 5,6 | 0,0505, 0,0068 
2), 2410 | 1007 | 78 | 0,0565) 0,0076, 
21. | 1600 | «1007 | «68 | 00493 0,0062 
22. / 1600 | 1009 6,5 | 0,0465 00,0062, 1,5 g Coff. pur. mit 


| | | 0,433 g N 
6,5 | 0,0610 0,0134 


| | 
03 | 1660 | 1009 | | 
24. | 960 | 1008 | 42 |0,0494 oo12t 
25, | 1580 | 1009 | 8.4 ‘0002 00122 
26. | 1700 1008 | 7,6 | 0,0506 0,0083 


| | 
Das ist eine Steigerung von ca. 0,02 -+ 0,02, in Summa 0,04 g 
= etwas iiber 9°/o der verfiitterten N-Menge. 


Zum Schlusse freue ich mich, Herrn Prof. Friedrich 
Miller fiir die Stellung der Arbeit und sein liebenswiirdiges 
Interesse, Herrn Prof. Neubauer fiir freundliche Beratung herz- 
lich danken zu diirfen. 








Quantitative Bestimmungsmethode geringer Bilirubinmengen. 
Von 
E. Herzfeld. 


(Aus dem chem. Laboratorium der mediz. Universitiatsklinik Ziirich. 
Direktor: Prof. Dr. H. Eichhorst.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Marz 1912.) 


Uber die quantitativen Verhaltnisse der im Korper unter 
normalen und pathologischen Bedingungen vorkommenden Bili- 
rubinmengen liegen nur sparliche, wenig tibereinanderstimmende 
Resultate vor. Unter den bekannten Methoden versagten einzelne 
in vielen Fallen, namentlich wenn es sich um den Nachweis 
geringer Bilirubinmengen handelte. So die Methode von A. Jolles, 
die auf Titration mit einer "/10-Jodlésung, bis die urspriinglich 
braune Farbe ins Griine umschliagt, beruht, konnte z. B. beim 
Blutserum nicht angewandt werden. Gilbert, M. Herscher und 
S. Posternack wollen durch geeignete Verdiinnung des Serums 
die Grenze der Empfindlichkeit der Gmelinschen Reaktion 
erreichen und daraus die Bilirubinmenge berechnen. Fir die 
quantitative Bestimmung von Bilirubin im Harn hat Bouma 
die kolorimetrische Bestimmung des griinen Farbstoffes vor- 
geschlagen, welcher durch alkoholische Eisenchloridsalzsaure 
gebildet wird. Auch bei der Anwendung dieser Methode konnten 
keine einheitlichen Resultate erzielt werden. 

Verfasser hat beobachtet, daB eine alkoholische Bilirubin- 
lésung, mit einigen Tropfen Ehrlichscher p-Dimethylaminobenz- 
aldehydlésung!) schwach erwarmt, eine ziemlich bestandige grine 
Lésung gibt, die zu spektrophotometrischen Untersuchungen 
besonders geeignet schien. Zwar entsteht in einer alkoholischen 


') Nach Préscher p-Dimethylaminobenzaldehyd 20g, HClu 500 ccm, 
H,O 500 ccm. 
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Bilirubinl6sung auch auf Zusatz einiger Tropfen HCl eine Griin- 
farbung, doch erwies sich diese als weniger bestiindig. 

Mit Urobilin und einigen Lipochromen fiel die Reaktion 
negativ aus, sie scheint also fiir Bilirubin charakteristisch zu 
sein. Ob aber die Reaktion sich quantitativ vollzieht, sollte in 
dem folgenden festgesté@llt werden. Zu diesem Zwecke mufte 
von reinem Bilirubin ausgegangen werden, welches auch nach 
den Angaben von H. Fischer dargestellt werden konnte. 250 g 
(;allensteine ergaben eine Ausbeute von 0,0835 g reinem Bilirubin. 
avon wurden 0.0132 g in wenig warmem absoluten Alkohol 


‘ 


gelést und bis 100 ccm aufgefiillt. Es enthielten also: 


100 ecm abs. Alkohol 0,0132 — g Bilirubin 
10» ; » 0,00132 » 
ts 5 »  0,000132 » 


Setzt man nun zu 1 ccm obiger Lésung | cem Ehrlichs 
Reagens hinzu und erwiéirmt schwach, so tritt nach einigen 
Minuten eine deutliche griine Farbe auf, die auch beim Auf- 
fiillen bis 100 cem erkennbar ist. Dies scheint die Grenze zu 
sein; es entspricht einer Konzentration von etwa 1 : 750000. 

Die Untersuchungen wurden mit dem Kénigschen Spektral- 
photometer nach den Angaben von F. F. Martens und F. Griin- 
baum ausgefiihrt. In bezug auf die Methodik sei folgendes 
erwihnt. Ist «d» die Dicke einer planparallelen, senkrecht durch- 
strahlten, absorbierenden Schicht, «J» die eintretende, «J,» -die 
wustretende Lichtintensitét, dann ist die durch Absorption er- 
zielte Lichtschwachung durch eine Konstante, den Extinktions- 
koeffizienten, bestimmt. 

J, =m E- Brea 

<e€» laBt sich aus dem gemessenen Schwichungsverhiltnis 
J,:J bezw. den tg der abgelesenen Winkel berechnen. Ist ¢€ 
der Extinktionskoeflizient der Loésung, «e,» der des Lésungs- 
mittels, so kann man folgende Gleichung schreiben: 

1Q-e-d_ = tga, 
1(0-%-4 ~ tga, 
log tg a, —log tg a, 
—a d 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 19 
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Zahlreiche Bestimmungen bestatigen, dafi der Extinktionskoeffizient 
der Bilirubinmenge proportional ist. Es seien als Beispiel folgende erwahnt. 
VersuchL. 1ccmalkoholische Bilirubinlésung, enthaltend 0,000132 2 
Bilirubin + 1 ccm Reagens, schwach erwarmt, nach dem Abkihlen mit 
absolutem Alkohol auf 100 ccm aufgefiillt. Die Rohrenlange betrug 5 cm. 


1. Rechts Lésung. Links Alkohol. 


43,2 +- 137,3 — 223,7 +- 318,2 
180 + y 223,2 + 180 +- _y 403,7 +- 
2232 85.9 43,7 85,9 
85,7 : 2 = 42,85 a, = 42°51’ 
2. Rechts Alkohol. Links Loésung. 
42,8 136,8 221,9 315,0 
180 222.8 180 401,9 
222.8 86,0 401,9 86,9 


86,45 : 2 = 43,225 a, = 43°14 
logtg 43°14’ = 0,97320 — 1 
logtg 42°51’ = 0,96712 — 1 
e.d = 0,00608 ¢ = 0.00121 
Versuch II. 10 ccm enthaltend 0,00132 g Bilirubin -+- 1 ccm 


Reagens, erwarmen, auffiillen bis 100 ccm. 


1. Rechts Lésung. Links Alkohol. 


39.6 140,9 219.1 321,1 
180 219,6 180 399, 1 
219.6 78,7 399,1 78,0 
78,35: 2 = 39,17 a, = 3 
2. Rechts Alkohol. Links Lésung. 
46,6 135,1 225,9 314.6 
180 226,6 180 405,9 
226.6 91,5 405,9 91.3 
91,4:2 = 45,7 a, = 45° 42’ 
log tg 45°41’ — 0,01036 
log tg 39°10’ = 0,91095 — 1 
e.d = 0,09941 « = 0,0198 


Versuch III. 20 cem enthaltend 0,00264 g Bilirubin -+- 1 ccm 
Reagens, erwarmen, auffiillen bis 100 ccm. 


1. Rechts Lésung. Links Alkohol. 


39,8 141.7 218.8 320.5 
180 219.8 180 398.8 
219.8 78,1 398.8 78,3 


78,2: 23 = 9,1 = ee 
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2. Rechts Alkohol. Links Lésung. 
51,5 128.7 231,9 309, 1 
180 231,5 180 411,0 
2315 102.8 411.9 102.8 
102,8:2 = 51.4 a, = 51°24’ 


logtg 51°24’ = 0,09784 
logte 399 6 = 0,90992 — 1 
e€.d = 0,18792 € = 0,03758 
Versuch LV. 30 ccm enthaltend 0,00396 g Bilirubin +- 1 ccm 
Reagens, erwairmen, auffiillen bis 100 ccm. 


1. Rechts Lésung. 


Links Alkohol. 


36,5 144.1 216,2 323,6 
180 216.5 180 396,2 
216,5 72.4 396,2 726 
72,5 :2 — 36,25 a, = 36° 15! 
2. Rechts Alkohol. Links Lésung. 
54,8 125,5 234,5 305,5 
180 234.8 180 414.5 
234.8 109.3 4AL45 109.0 
109,15: 2 = 54,57 a, = 54,84! 





logtg 54°34’ = 0,14780 
log tg 36°15 == 0,86524 — 1 
e.d = 0,28256 e == 0,05651 

Bei Versuch I, wie aus obigem ersichtlich, wurde der '/1o-Teil der 
bei Versuch If angewandten Bilirubinmenge bestimmt und sollte daher 
fiir «€» den zehnten Teil ergeben, jedoch ist eine Differenz von 0,0007 
gefunden worden, was mil der tiberaus grofen Verdiinnung zu erklaren 
ist. Die tbrigen Werte fiir «e» stimmen fast genau; auf 10 ccm wurde 
erhalten €, auf 20 ccm 2€ und auf 30 ccm 3e. 

Was nun die Anwendung dieser Methode anbelangt, so 
wurden zuniichst Versuche mit Blut ausgefiihrt und wie folgt 
verfahren. Etwa 20 ccm Blut werden in ein Reagenzglas ge- 
lassen, das obere Niveau mit einem Fettstift genau bezeichnet 
und dann in eine Reibschale gegossen. Das Reagenzglas wird 
mit absolutem Alkoho! gut ausgewaschen und das Volumen bis 
zur angebrachten Marke ausgemessen. Hierauf wird das Blut 
in der Reibschale mit absolutem Alkohol gut verrieben, dann 
in einen 100 cem-Mefkolben filtriert, mit absolutem Alkohol 
nachgewaschen, bis der Kolben etwa */4 gefiillt ist. Zum klaren, 
gelblichen Filtrat werden 1—2 cem Ehrlichs Reagens hinzu- 

19* 
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gefiigt, schwach erwarmt (Wasserbad), bis eine bleibende Griin- 
fiirbung entstanden ist, dann nach dem Abkiihlen bis zur Marke 
mit absolutem Alkohol aufgefiillt. Diese Losung kann dann 
spektrophotometrisch untersucht werden. Angenommen, es wire 
fiir diese LOsung ein Extinktionskoeffizient €, gefunden worden, 
so kann die Menge des Bilirubins wie folgt berechnet werden. 
¢:O00182 =< «,.:x 
(),00132 - €, 
€ 


A ‘ae 


Die bisherigen Bestimmungen ergaben gute. tberein- 
stimmende KResultate. Weitere Versuche sind noch im Gange. 
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Uber die Verwendbarkeit der Estermethode zum Nachweis von 
Monoaminosauren neben Polypeptiden. 
Von 


Emil Abderhalden und Rudolf Hanslian. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Februar 1912.) 


Bei der Untersuchung der Spaltbarkeit von Polypeptiden 
durch bestimmte Fermente wurde neben der optischen Methode 
das erhaltene Resultat fast durchweg durch Isolierung der ge- 
bildeten Spaltprodukte kontrolliert. Eine Fermentwirkung ist 
dann als sicher festgestellt zu betrachten, wenn ein racemisches 
Polypeptid asymmetrisch gespalten wird. Die bei der Zer- 
legung von Polypeptiden gebildeten Monoaminosiuren wurden 
bald direkt durch Krystallisation oder durch besondere Fiillungs- 
mittel abgetrennt, bald wurden sie tiber ihre Ester isoliert. Die 
istermethode wurde ferner vielfach angewandt, um aus Verdau- 
ungsgemischen des Darmkanals Monoaminosiiuren zu isolieren. 
Unsere Vorschrift lautet bei der Anwendung der Estermethode 
zur ‘Trennung von Aminosiéuren von komplizierter gebauten 
Produkten: 1. Es ist das Wasser sorgfiltig zu entfernen. Wir 
dampfen unter vermindertem Druck zur Trockene ein und 
wiederholen das Kindampfen unter Zugabe von absolutem Alkohol 
mehrmals. Es ist klar, dafi die Gegenwart von Wasser die 
Veresterung st6rt und auch Fehlerquellen bedingen kann. 2. Die 
Veresterung wird mit sorgfiltig getrockneter gasformiger Salz- 
siure durchgefiihrt. 3. Es wird etwa das zehnfache Volumen 
Alkohol angewendet. 4. Endlich wird die Veresterung unter 
Kiihlung durchgefiihrt und unter den gleichen Bedingungen 
5—)mal wiederholt. 5. Um zu verhindern, dafi der absolute 
Alkohol Wasser anzieht, legen wir wiihrend der Veresterung 
ein Chlorealciumrohr vor. Nach erfolgter Veresterung wird 
das GefaiB sofort sorgfiiltig verschlossen. Wir haben uns durch 
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Kontrollversuche davon iiberzeugt, dafi unter den gewihlten 
Bedingungen die Veresterung eine gute ist, und gleichzeitig eine 
Spaltung von aus mehreren Aminosauren bestehenden Produkten 
nicht eintritt. 

Wir haben die Sicherheit der Methode nochmals mit der 
von van Slyke!) ausgearbeiteten Methode gepriift. Es zeigte 
sich, wie die unten mitgeteilten Resultate ergeben, dal} unter 
Innehaltung der erwiihnten Vorsichtsmafregeln eine Spaltung 
der untersuchten Polypeptide bei der Veresterr™¢ nicht eintritt. 
Die von Pribram?) gedufberte Befiirchtung trift fiir die von 
uns gewahlten und stets befolgten Bedingungen somit nicht zu. 
Untersucht wurden: dl-Leucyl-glycin, Glycyl-glycin, dl- 
Alanyl-glycyl-glycin, Glycyl-dl-leucyl-glycin, dl-Leu- 
cvl-diglyeyl-glycin. Selbst bei der Veresterung ohne Kihlung 
trat bei den héher molekularen Polypeptiden keine Spaltung 
ein. Es nahm auffallenderweise der Aminostickstoff sogar eher 
ab. Bei der Veresterung ohne Kiihlung trat stets starke Er- 
wiarmung ein. 








Gefunden Amino-N 


Be- Be- 7 
Angewandte Mol.- rech- rechnet vor der nach der nach der 
Ver- | Ver- 
Substanz | (Giew. | net Amino-]| Yer-  esterung esterung 


in der ohne 
Kalte | Kithlung 


Ges.-N N | 
eslerung 





| 











dl-Leucyl- | =| 40a! c4tn | cap | 692 | 8,904 
glycin 188,15, 14,89, 7.445 1,37 699 8816 Di- 
allies | | eptide 
salzsaures | 169.54! 16,68| 981 | 7,78 | 778 | 6s Fe 
Glycyl-glycin | ’ | 4, 
di-Alanyl- | ona<al anca| co .1, | 665 6,89 
glycyl-glycin 203,13 20.69 6.89 b, t+ | 6,55 | 6,18 Tri- 
aii | | peptide 
Glycyl-dl- | 945.17| 17,15] 5,714 | — | 5,992 | 5,504 | 
leucyl-glycin | | | 
| | | | Tetra 
dl-Leucyl-di-| ang 94! 4e24/| £@ _ | 4299 | 4ga8 — 
glycyl-glycin 302,21) 18,54 | +63 £392 | 4,24 | peptide 
| J 


') Vgl. Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, Bd. 5, Teil 2, 
S, 995. 

?) Bruno Oskar Pribram, Uber die Anwendbarkeit der Ester- 
methode bei Stoffwechselversuchen. Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 472, 1912. 
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Wir haben ferner Seidenfibroin unter Kiihlung und 
ohne eine solche verestert. Es gingen keine stickstoffhaltigen 
Produkte in Losung. Bei sechsstiindigem Kochen mit dem mit 
Salzsdure gesiittigien Alkohol wurden ganz betriichtliche Mengen 
von Aminogruppen frei gelegt. Diese Beobachtung findet sich 
im Einklang mit der Feststellung, dafi beim Kochen von Seiden- 
libroin mit salzsauregesiéttigtem Alkohol Aminosiiuren abge- 
spalten werden. Pribram?) hat bereits auf diesen Umstand 
hingewiesen. Beim Casein nimmt wiahrend der Veresterung 
der Aminostickstoff etwas zu. Nach sechsstiindigem Kochen 
des beim Verestern entstandenen Gemisches nahm der Amino- 
stickstoffwert nur unbetrichtlich zu — im Gegensatz zum Ver- 
halten des Seidenfibroins. Auffallenderweise wurde weniger 
Aminostickstoff erhalten, wenn die Veresterung ohne Kihlung 
durchgefiihrt wurde, ja es fand fast gar keine Vermehrung des 
Aminostickstoffs, verglichen mit dem Aminostickstoffwert des 
Ausgangsmaterials, statt. Diese Beobachtung deckt sich mit 
den bei den komplizierter gebauten Polypeptiden gemachten 
Erfahrungen. 


1. Seidenfibroin (Seidenabfille). 


5 g Seide wurden mit so viel absolutem Alkohol versetzt, 
dali sie ganz mit diesem durchtraénkt waren. Dann wurde 
sorgfaltig getrocknete gasformige Salzséure unter vollstandigem 
Ausschlu8 von Wasser (Chlorealciumrohr!) bis zur Sattigung 
eingeleitet. Bei dem einen Versuch wurde hierbei gekiuhlt, 
bel einem zweiten dagegen nicht. Es war kein Stickstoff im 
Alkohol nachweisbar. Nun wurde 6 Stunden am_ Riickflub- 
kihler gekocht und das Gemisch dann unter vermindertem 
Druck bei 40° des Wasserbades zur Trockene verdampft. Der 
Ruckstand wurde in Wasser aufgenommen und das Gemisch 
in einem Mafkolben auf ein bestimmtes Volumen gebracht. 
Dann wurden in aliquoten Teilen die folgenden Werte bestimmt: 

Gesamtstickstoff: 18,51 °/o, 
Aminostickstoff: 4,762 /o. 


be 
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Zu dieser Bestimmung waren die gelisten und ungelodsten 
Kestandteile gemischt verwendet worden. Eine weitere Be- 
stimmung wurde mit dem Filtrat nach Abtrennung der fester 
Bestandteile vorgenommen. 

Gesamtstickstoff: 10,15 °/o. 
Aminostickstoff: 4,196°/o. 


2. Casein. 


Das verwendete Casein war nach Hammarstens Vor- 
schrift dargestellt worden. Es enthielt in dem Zustande, in 
dem wir es verarbeiteten, 13,33°/o Stickstoff und 0,729°,, 
Aminostickstoff. Nach der Veresterung unter Ktihlung stieg 
der letztere Wert auf 1,150°/o. Bei der Veresterung ohne 
Kiihlung wurden 0,793°/o Aminostickstoff erhalten. In beiden 
Killen wurde das Gemisch nach beendigtem Einleiten der Nalz- 
siiure 6 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Im ersteren Fall 
wurden gefunden 1,782°/o Aminostickstoff und 1,611°/o Am- 
moniakstickstoff. Bei der Probe, die ohne Kiihlung verestert 
worden war, erhielten wir 1,354 °/o Aminostickstoff und 1,533° . 
Ammoniakstickstoff. 

Aus den erhaltenen Kesultaten geht hervor, dab die Kster- 
methode unter den richtigen, schon wiederholt beschriebenen 
Bedingungen angewandt, ohne Gefahr einer Spaltung zum Nach- 
weis von Monoaminosiiuren neben kompliziert gebauten Abbau- 
stufen verwendet werden kann. 



































Zur Kenntnis der Plasteine. 


Von 
J. Herrmann und A. Chain. 


(Aus dem physiologischen Institut in Odessa.) 


Der Redaktion zugegangen am 2, Miirz 1912.) 


Bekanntlich ist von vielen Autoren festgestellt worden, 
daB bei der Prazipitinreaktion nur Eiweibstoffe als Antigene 
fungieren konnen. Auberdem ist durch die Arbeiten von Ober- 
meyer und Pick gezeigt, dab, wenn ein zu einem bestimmten 
Kiweibstoff gehoriges Prazipitin nicht nur mit seinem Priizi- 
pitogen, sondern auch mit einem anderen Eiweilstoff reagiert, 
diese Reaktion als ein Beweis der Anwesenheit identischer 
Atomkomplexe in diesen Eiweifstoffen betrachtet wird. So- 
mit kann uns die Prizipitinreaktion als ein Mittel dienen, um 
die Eiweifinatur eines Stoffes festzustellen, und ebenso um eine 
vewisse Analogie im molekularen Bau der gegebenen Kiweil- 
stoffe zu erweisen. 

Demgemifi haben wir nach dem Vorschlage unseres hoch- 
veehrten Lehrers, Herrn Prof. Sawjaloff, die Prazipitinreaktion 
zur Untersuchung der Eiweifnatur und der Identitaét der Plasteine 
benutzt. In unseren Versuchen haben wir durch Vorbehandlung 
der Kaninchen mit neutralen Losungen von Plastein, welches 
aus Witte-Pepton dargestellt war, Antisera gewonnen. Die 
Versuche haben uns gezeigt, dah die gewonnenen Antisera nicht 
nur mit ihrem Priizipitogen, sondern auch mit anderen Plasteinen, 
die aus verschiedenen Eiweifstoffen, z. B. aus Edestin, Serum- 
albumin, Eieralbumin, Mandelglobulin, dargestellt waren, rea- 
gieren. Was die Eiweilstoffe, aus denen unsere Plasteine 
dargestellt waren, betrifft — wir haben in dieser Hinsicht Witte - 
Pepton und Casein gepriift —, so reagieren sie mit unserem Anti- 
serum nicht. 

Unsere Versuche — meinen wir — bestiitigen die EKiweib- 
natur der Plasteine: auberdem schliehen wir auf Grund unserer 
Reaktionen, dali die Molekiile verschiedener Plasteine, da sie 
sich gegeniiber der Prazipitinreaktion gleichartig verhalten, eine 
gewisse Analogie in ihrem Bau besitzen miissen. 








Weitere Beitrage iber das Vorkommen von Betainen 
im Pflanzenreich. 
Von 


K. Yoshimura und G. Trier. 


‘Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenéssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 
‘Der Redaktion zugegangen am 8. Marz 1912) 


Die vorliegende Arbeit bildet eine Fortsetzung der in den 
letzten Jahren im hiesigen Institut ausgefiihrten Untersuchungen 
liber die in den Pflanzen vorkommenden Betaine.!) Wie in 
der letzten Publikation bemerkt worden ist, ist das Auftreten 
der Betaine ein sporadisches. Man wird im allgemeinen 
innerhalb einer Pfanzenfamilie auf das Vorkommen 
gleicher oder ahnlicher Betaine nur rechnen koénnen, 
wenn man Pflanzen untersucht, die sich im natiir- 
lichen System sehr nahe stehen.?) So wurde schon mit- 
geteilt, daB Betaine (Stachydrin, Betonicin, Trigonellin) in der 
Familie der Labiaten zwar in mehreren Arten der Gattung 
Stachys aufgefunden wurden, nicht aber bei Salvia pratensis, 
die einer anderen Untergruppe der Stachyoideae angehort.°*) 
Wir kénnen nun erginzend mitteilen, da8 wir auch bei Glechoma 


') E. Schulze und G. Trier, Diese Zeitschrift, Bd. 67, 5. 46 und 
59, Bd. 76, S. 258. E. Schulze und U. Pfenninger, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 71, S. 174. 

*) Stanék und Domin (Zeitschrift fiir Zuckerindustrie in B6hmen, 
Bd. 34, S. 297, 1910) fanden das Betain, C,H,,NO,, in allen daraufhin 
untersuchten Chenopodiaceen, sowie in zwei Gattungen der nahe ver- 
wandten Amarantaceen. Dagegen fanden sie Betain nicht in anderen 
Familien der Reihe Centrospermae. Als Vertreter der dieser Reihe an- 
gehérenden Nyctaginaceen untersuchten sie Mirabilis jalapa. Wie weiter 
unten angegeben ist, konnten wir in dieser Pflanze Trigonellin nachweisen. 

‘) Siehe Englers Syllabus der Pflanzenfamilien. 
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hederacea L., die dem Tribus der Nepeteae innerhalb der 
(interfamilie der Stachyoideae zugezihlt wird, kein Betain auf- 
zufinden vermochten. Dagegen fanden wir Stachydrin, und 
zwar in der bisher noch nicht beobachteten optisch aktiven, 
linksdrehenden Form in der den Stachysarten sehr nahe 
stehenden Galeopsis ochroleuca Lam. In zwei Pflanzen, die 
der Unterfamilie der Ajugoideae angehéren, nimlich Ajuga 
reptans L. und Rosmarinus officinalis L., fanden sich dagegen 
wieder keine Betaine. 

Das Stachydrin war bisher aufer bei Labiaten nur in 
Bliittern der bitteren und der siifen Orange (Citrus auran- 
tium L., Familie der Rutaceae, Unterfamilie der Aurantioideae) 
nachgewiesenavorden. Wir fanden es auch in Citronenschalen. 
In Blattern von Fagara xanthoxyloides Lam.,!) die der Unter- 
familie der Rutoideae zugezaéhlt wird, fanden wir kein An- 
zeichen fiir das Vorhandensein eines Betains. 

Dagegen vermochten wir Stachydrin in einer weiteren 
Familie, namlich unter den Kompositen, nachzuweisen. Es 
zeigte sich namlich, dab das aus dem sogenannten «dalma- 
tinischen Insektenpulver», den gepulverten Bliiten von Chry- 
santhemum cinerariifolium Boce. von Marino-Zucco?) er- 
haltene Alkaloid Chrysanthemin keine einheitliche Verbindung 
ist, sondern aus einem Gemisch besteht, aus welchem wir 
Cholin und Stachydrin zu isolieren vermochten. 

SchlieBlich fanden wir bei der der Familie der Nyctaginaceen 
angehdrenden Mirabilis jalapa L. das so weit verbreitete Trigo- 
nellin. 

In allen mit gentigend Material daraufhin untersuchten 


1) Wir verdanken eine Probe von 670 g der Blitter der grofen 
Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. Dr. H. Thoms in Berlin. Uber die 
von Prof. Thoms und seinen Mitarbeitern in Fagara xanthox. entdeckten 
interessanten Pflanzenstoffe Xanthotoxin und Fagaramid siehe Be- 
richte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 44, S, 3325 und 8. 3729. — Apotheker- 
Zeitung, Bd. 26, S. 1043. — Biochem. Zeitschrift, Bd. 38, S. 492. 

*) Marino-Zucco, Atti della Reale Accad. dei Lincei (4), 5. [, 
S. 687. — 6 L, S. 571. — 7. 1, S 2. —~ GH, 4 1, S 247. 

Gazzetta chimica italiana, Bd. 19, S. 209. — Bd. 21, S. 516. — 
Bd. 25, 1., S. 257. 
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Objekten (Chrysanthemum, Ajuga, Rosmarinus, Glechoma, 
Galeopsis) konnte ferner Cholin nachgewiesen werden. 


I. Nachweis von Cholin und Stachydrin in den Bltten von Chry- 
santhemum cinerariifolium Bocc. (Insektenpulver). 


Im Jahre 1890 isolierte Marino-Zucco aus den Bliiten 
der bezeichneten Chrysanthemumart, die zur Bereitung von 
Insektenpulver verwendet werden, eine basische Verbindung, 
der er auf Grund umfassender Studien die folgende Konstitution 
zuschrieb : 

CH, —CH,—CH—CH, NH 


| ae . + % 
OH CH, C CH, 
“i : ) 
(CH,,=N C=0 CH, CH, 
+o J a 
QO CH 


Ks war vorauszusehen, dali diese Auffassung nicht ganz 
richtig sein konnte und zwar schon aus dem Grunde, weil 
nach der Darstellungsweise des Entdeckers das von ihm unter- 
suchte Priiparat nicht einheitlich sein konnte und _ jedenfalls 
auch Cholin einschlobB. Wir vermuteten ferner das Vorhanden- 
sein von Betainen. 

Wir gingen von 4 kg der im Handel erhialtlichen «Flores 
Chrisanthemi cinerariifolii pulvis subt. aus besten wildgewachse- 
nen, geschlossenen Gebirgsbliiten» aus. Davon verarbeiteten 
wir 2 kg nach einem Verfahren, das im wesentlichen mit dem 
von Marino-Zucco beschriebenen iibereinstimmt. Die andere 
Hilfte wurde nach der im hiesigen Laboratorium gebrauch- 
lichen, in friiheren Mitteilungen beschriebenen Methode aul- 
gearbeitet. In beiden Fiillen erhielten wir allem Anscheine 
nach gleiche Produkte, aus welchem wir Cholin und inaktives 
Stachydrin isolieren konnten. 


A. Aufarbeitung des Materials nach Marino-Zucco. 


2 kg Insektenpulver wurden mit warmem Wasser zweima! 
ausgezogen, die Extrakte mit Bleiessig gefallt, die Filtrate vom 
Bleiniederschlag durch Schwefelsiure vom Blei befreit und 
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dann mit Kaliumwismutjodidlésung (nach Kraut) versetzt. Der 
rote Niederschlag wurde nach dem Auswaschen mit schwefel- 
siiurehaltigem Wasser mit Bleicarbonat zerlegt, das durch 
Schwefelwasserstoff vom Blei befreite Filtrat mit feuchtem 
Silberoxyd vom Jod vollig befreit und schlieSlich das Silber 
durch Salzsiiure entfernt. Die erhaltene Loésung der Chloride 
wurde im Wasserbad eingedunstet, der dunkelgefirbte Sirup 
mit Tierkohle gereinigt, wieder eingeengt und im Vakuum- 
exsikkator stehen gelassen, wobei allmihlich hygroskopische 
salzsaure Salze auskrystallisierten. 

Ein kleiner Teil der Chloride wurde in das Chloraurat 
iibergefiihrt, welches im Kapillarrohre bei 239—240° unter 
Zersetzung sehmolz. 

Die Analyse des Aurats ergab: 

0,1964 g Substanz gaben 0,0821 g Au = 41,80°/o Au. 

Kin anderer Teil der salzsauren Salze wurde in absolutem 
Alkohol gelést, mit alkoholischer Sublimatlésung ausgefillt und 
die erhaltenen Quecksilberdoppelsalze mit Schwefelwasserstolf 
zerlegt. Die so erhaltenen Chloride wurden nach Stanéks 
Verfahren mit Perjodid behandelt. 

Das in alkalischer Losung gefiillte Perjodid («Cholin- 
traktion» ) wurde in das Chlorhydrat und dieses in das Chlor- 
aurat ubergefiihrt. Letzteres schmolz im Kapillarrohr bei 265° 
unter Zersetzung. 

0,0784 g Substanz gaben 0,0348 g Gold. 

Fiir Cholinchloraurat C,H,,NOCI- AuCl, 

Berechnet: Gefunden : 
44,50 °%/o Au. 44.39%] Au. 

Das in saurer LOsung gefallte Perjodid («Betainfraktion >») 
wurde ebenfalls in das Chlorhydrat tibergefiihrt. Es zeigte 
deutliche Pyrrolreaktion. Das Chloraurat zeigte unter dem 
Mikroskop die charakteristische Form des Stachydringoldsalzes. 
Im Kapillarrohr erhitzt schmolz es bei 225— 226°. 

0,3334 g Substanz gaben 0,1352 g Au. 

Fir Stachydrinchloraurat C,H,,NO, - HCl - AuCl, 


Berechnet: Gefunden: 
40,82°/o Au. 40,52 °/o Au. 
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B. Aufarbeitung des Materials nach dem von E. Schulze 
angewendeten Verfahren. '!) 


2 kg Insektenpulver wurden mit warmem Wasser extra- 
hiert, die Ausziige mit Bleiessig gereinigt, dann mit Schwefel- 
siure entbleit und mit Phosphorwolframsaure ausgefillt. Der 
Niederschlag wurde in bekannter Weise mit Baryt zersetzt, die 
erhaltene Losung der freien Basen mit Salpeterséure neutrali- 
siert, dann mit Silbernitrat und Silbernitrat und Baryt gefillt. 
Das Filtrat von diesen Niederschliigen wurde mittels Salzséure 
und Schwefelséure von Silber und Baryt befreit, sodann wieder 
mit Phosphorwolframsdure gefiallt. Die aus der Phosphor- 
wolframsaurefiillung regenerierte Basenlésung wurde mit tiber- 
schissiger Salzsaure angesiauert, stark eingeengt und im Vakuum- 
exsikkator krystallisieren gelassen. 

Die so erhaltene hygroskopische Krystallmasse wurde in 
zwei Hialften geteilt. 

Die eine Hiilfte der salzsauren Salze wurde in absolutem 
Alkohol aufgenommen, wobei fast alles in Lisung ging. Die 
alkoholische Lésung wurde mit alkoholischer Sublimatl6sung 
gefillt. Die Quecksilberdoppelsalze wurden mit Schwefelwasser- 
stoff zersetzt, die erhaltenen Chloride im Vakuumexsikkator 
auskrystallisieren gelassen und dann in das Chloraurat tiber- 
gefiihrt. 

0,6654 g Substanz gaben 0,2791 g Gold = 41,94°/o Au. 
Im Kapillarrohre erhitzt schmolz das Aurat bei 245° unter 
Zersetzung. 

Die andere Hiilfte der salzsauren Salze wurde auf eine 
Tonplatte gestrichen und im Exsikkator lingere Zeit stehen ge- 
lassen. So blieb der gréBte Teil der Salze auf der Tonplatte 
und war nach dem Herausnehmen an der Luft nicht mehr 
zerflieBlich. (Kin Teil des salzsauren Salzes, der auf eine Ton- 
platte verstrichen wurde, die an der Luft verblieb, wurde voll- 
kommen in die Tonplatte hineingezogen). 

Der auf der Tonplatte zuriickgebliebene Riickstand wurde 
mit ganz wenig absolutem Alkohol in der Kialte verrieben, 


') Diese Zeitschrift. Bd. 60, S. 155. 
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wieder auf eine Tonplatte gestrichen und zuletzt aus Wasser 
umkrystallisiert. Es wurde so etwa 0,8 g eines Salzes er- 
halten, das sich als reines Stachydrinchlorhydrat erwies. Das 
Salz zeigte deutliche Pyrrolreaktion: im Kapillarrohr  erhitzt 
schmolz es bei 233—235°. 

Chloraurat: Das aus einem Teil des salzsauren Salzes 
dargestellte Chloraurat zeigte unter dem Mikroskop die charakte- 
ristische Form des Stachydringoldsalzes. Es schmolz bei 225° 
unter Zersetzung. 

0,4220 g Substanz gaben 0,1717 g Gold. 

Fiir Stachydrinchloraurat C,H,,NO, - HCl - AuCl,. 

Berechnet : Gefunden: 
40,82 °/o Au. 40,69°/o Au. 

Chloraurat des Athylesters: Ein Teil des Stachydrin- 
chlorhydrats wurde mit Alkohol und Salzsiure verestert und 
in das Chloraurat des Athylesters iibergefiihrt, welches auch 
in heigZem Wasser ziemlich schwer loslich ist. Es schmolz bei 
60°1) und zersetzte sich bei 241--244° unter Schaéumen. 

0,2058 ¢ Substanz gaben 0,0796 g Gold. 
Fiir Stachydrinathylesterchloraurat C,H,,NO, - HCl. AuCl,. 
Berechnet: Gefunden : 
38,58 °lo Au. 38,58 °/o Au. 

Pikrat des Stachydrins:?) Das durch Versetzen der 
wasserigen LOsung des salzsauren Stachydrins mit Natrium- 
pikrat erhaltene Pikrat bildete gelbe Nadeln, welche im Aus- 
sehen und im Schmelzpunkt (195°) mit Stachydrinpikrat tiber- 
einstimmten. 

Nachweis des Cholins. Die zur Abtrennung des 
Stachydrinchlorids benutzte Tonplatte wurde mit heifem Wasser 
ausgezogen, die erhaltene Losung alkalisch gemacht und mit 
Perjodid gefillt. Das aus dem Niederschlag nach Stanéks 
Vorschrift wiedergewonnene Chlorhydrat wurde iiber das Queck- 
silbersalz gereinigt und in das Chloraurat tibergefihrt. Dieses 
schmolz bei 264° unter Zersetzung. 





1) Diese Zeitschrift. Bd. 67, S. 86. 
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0,5094 g Substanz gaben 0,2262 g Au. 
Fiir Cholinchloraurat C,H,,NOCI - AuCl,. 
Berechnet : Gefunden: 
44,50°/o Au. 44,40°/o Au. 
Aus 1 kg lufttrockenem Insektenpulver konnten etwa 
0,2 g Cholinchlorhydrat und 0,8 g Stachydrinchlorhydrat in 
reiner Form isoliert werden. !) 


II. Nachweis von Trigonellin in den oberirdischen Teilen von 
Mirabilis jalapa L. 


600 g lufttrockenes Material wurde mit kochendem 70°/oigem 
Weingeist extrahiert, der Extrakt nach dem bekannten Ver- 
fahren (doppelte Fallung mit Phosphorwolframsiure nach voraus- 
vegangener Reinigung durch Bleiessig) verarbeitet. 

Die nach Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze erhaltenen 
Chloride wurden gut getrocknet, dann zur Entfernung des Cholin- 
chlorids mit kaltem, wasserfreiem Alkohol behandelt und auf 
eine Tonplatte gestrichen. Der Riickstand gab nach dem Um- 
krystallisieren aus Wasser glinzende Tafeln, deren Ausbeute 
0,3 g¢ betrug. Das salzsaure Salz wurde in das Chloraurat 
iibergefiihrt, welches bei 196—197° schmolz. 

0,3379 g Substanz gaben 0,1402 g Gold. 

Fiir Trigonellinchloraurat C,H,NO, - HCl - AuCl,. 

Berechnet: Gefunden: 
41,33°/o Au. 41,49°/o Au. 

Beim Umkrystallisieren aus Wasser verwandelte sich dieses 
Chloraurat in das basische Salz, welches bei 185— 187° schmolz. 

Pikrat. Das, unseres Wissens, noch nicht dargestellte 
Pikrat wurde erhalten durch Versetzen einer wiisserigen Losung 
des salzsauren Salzes mit Natriumpikrat. Es bildet glanzende 
Prismen, welche in Wasser leicht, in absolutem Alkohol schwer, 
in Methylalkohol leicht léslich und in Ather fast unlislich sind. 
Die Bestimmung des Pikrinsiiuregehalts gab folgendes Resultat : 


') Die Frage, ob noch andere <Betaine» vorhanden sind, muf vor- 
laufig offen gelassen werden. Die Untersuchung der Chrysanthemumarten 
auf «Betaine» gedenkt der eine von uns (Dr. K. Yoshimura) in seiner 


Heimat fortzufiihren. 
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0,1676 g Substanz gaben 0,1042 g Pikrinsiiure. 
Fiir Trigonellinpikrat C,H,NO, - C,H,N,0,. 
Berechnet: Gefunden: 
62,57°/o Pikrinsiiure. 62,77°/o Pikrinséure. 
Schmelzpunkt des Pikrats 198—200°. 


III. Nachweis von Cholin in Ajuga reptans L. (Oberirdische Teile.) 


375 g lufttrockenen Materials wurden mit 70° oigem Wein- 
geist extrahiert und nach bekanntem Verfahren verarbeitet. 
ks wurden nur etwa Q,1 g Cholinchloraurat erhalten. Schmelz- 
punkt des Chloraurats 258—260° (unter Zersetzung). 


IV. Nachwéis von Cholin in kauflichen «Flores Rosmarini>. 


4 kg lufttrockenen, zerkleinerten Materials wurden mit 
kochendem 70°/oigem Alkohol extrahiert und die Extrakte nach 
dem wiederholt beschriebenen Verfahren aufgearbeitet. 

Das nach Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze erhaltene 
salzsaure Salz ldste sich vollkommen in absolutem Alkohol. 
Nach dem Eindunsten auf dem Wasserbade und Stehenlassen 
im Exsikkator schieden sich zerflieBliche Nadeln aus. Die Aus- 
beute an salzsaurem Salz betrug pro 1 kg 0,33 g. Das salz- 
saure Salz wurde in das Chloraurat tbergeftihrt, das bei 265° 
unter Zersetzung schmolz. 

0,2523 g Substanz gaben 0,1113 g Gold. 

Fiir Cholinchloraurat C,H,,NOCI - AuCl,. 

Berechnet: Gefunden: 
44,50°/o Au 44.11%o Au. 

Pikrat. Das aus einem Teil des salzsauren Salzes dar- 
gestellte Pikrat, welches in Wasser leicht léslich war, schmolz 
bei 240—241° unter Zersetzung. 


V. Nachweis von Cholin im Kraute von Glechoma hederacea L. (Nepeta 
Glechoma Buth., Gundermann). 


4.kg der als Herba Hederae terrestris -bezeichneten Droge 
wurden in gleicher Weise wie die eben beschriebenen Materialien 
verarbeitet. Nach Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze wurden 
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0,8 g in absolutem Alkohol vollkommen ldsliche Chloride pro 
1 kg Ausgangsmaterial erhalten. Das Chloraurat schmolz bei 
264° unter Zersetzung. 
0,2736 g Substanz gaben 0,1209 g Gold. 
Fir Cholinchloraurat C,H,,NOCI- AuCl,. 
Berechnet: Gefunden: 
44,50°/0 Au 44,19°/o Au. 


VI. Nachweis von Cholin und 1-Stachydrin im Kraute von Galeopsis 
grandiflora Lam. 


4kg der lufttrockenen Droge (Herba Galeopsidis grandifl. 
seu ochroleuc.) wurden mit Wasser extrahiert und nach be- 
kanntem Verfahren verarbeitet. 

Das nach Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze erhaltene 
Chloridgemenge wurde mit wenig kaltem, absolutem Alkoho! 
behandelt und auf eine Tonplatte verstrichen. 

Der auf der Tonplatte verbliebene Riickstand bildete nach 
dem Umkrystallisieren aus Wasser feine Prismen, deren Aus- 
beute 1,65 g pro 1 kg Ausgangsmaterial betrug. Schmelzpunkt 
ca. 235°. Das Chlorid war in absolutem Alkohol ziemlich schwer 
loslich. Durch Behandeln von 1,5 g mit etwa 15 ccm absolutem 
Alkohol ging nur 0,23 g in Lésung. Das Chlorid gab deutliche 
Pyrrolreaktion. 

Optisches Drehungsvermoégen des Chlorhydrats. 
a) 0,8000 g Substanz in 11 cem Wasser gelést drehten im 
2 dm-Rohr im Soleil-Ventzkeschen Apparat — 11,2° 5.-V. 

lalyp = — 26,5°. 

b) 0,8120 g Substanz wurden in 10 ccm Wasser geldst, 
sie drehten im 1 dm-Rohr — 2,4° 8.-V. 

[a|p = — 26,5°. 

Die freie Base wurde durch Digerieren eines Teils des 
Chlorids mit feuchtem Silberoxyd dargestellt. Sie war hygro- 
skopisch, in Wasser und Alkohol leicht léslich, hatte siiblichen 
Geschmack und reagierte neutral. 

Chloraurat: Ein Teil des Chlorids wurde in das Chlor- 
aurat ubergefiihrt. Schmelzpunkt (225°) und Aussehen unter 
dem Mikroskop stimmten mit Stachydrinaurat tiberein. Die Be- 
stimmung des Goldgehalts gab folgende Resultate: 
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1. 0,1700 g Substanz gab 0,0692 g Gold 


2. 0,2974 » 2 » ©0,1214> >» 
3. 0,1212 » » » 00491 » 
4, 0,1802 ; » 0.0734 » 
Fiir Stachydrinchloraurat C,H,,NO, - HCl - AuCls. 
Berechnet : Gefunden: 
40,82 °/o Au 1. 40,70°/o Au 


2. 40,82°/o Au 
3. 40,519/o Au 
4. 40,73%lo Au. 


Auch der mit absolutem Alkohol in Loésung gegangene 
Anteil des Chlorids erwies sich als Stachydrinchlorid. 

0.1064 g Substanz gaben 0,0432 g Gold = 40,60°/o Au. 
Pikrat, dargestellt aus dem Chlorid: Schmelzpunkt 195°. 
Nachweis des Cholins. Zum Nachweis des Cholins 

dienten die im absoluten Alkohol leicht léslichen Anteile der 
aus der Sublimatfillung erhaltenen Chloride, bezw. die in die 
Tonplatte eingegangenen Anteile derselben. Die so erhaltene 
wiasserige LOsung wurde nach Stanéks Vorschrift mit Kalium- 
trijodid in alkalischer Losung behandelt und aus der entstandenen 
Fallung das Cholinchlorid erhalten. Ausbeute 0,50 g Chlorid. 
Das aus dem Chlorid dargestellte Chloraurat schmolz unter Zer- 
setzung bei 262—263°. 

0,1702 g Substanz gab 0,0752 g Gold. 

Fiir Cholinchloraurat C,H,,NOCI - AuCl,. 

Berechnet: Gefunden: 

44.50°/o Au 44,18°/o Au. 

Wahrend das Phosphorwolframat des Stachydrins und 
anderer Betaine sich in sodaalkalischer Lésung glatt auflést, 
ist das Phosphorwolframat des Cholins in sodaalkalischer L6sung 
nur unvollkommen loslich. Durch dieses Verhalten kann man 
die Gegenwart von Cholin neben Betainen ebenfalls erkennen. 


VII. Nachweis von Stachydrin in Citronenschalen. 


1,5 kg des kiauflichen lufttrockenen Materials (Cortex Citri 


Fructus) wurden zerkleinert und sodann mit 70°/oigem Alkohol 
20 
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extrahiert. Die Extrakte wurden in gewohnter Weise verarbeitet. 
Das bei Zerlegung der Quecksilberdoppelsalze gewonnene 
Chloridgemenge wurde mit kaltem wasserfreiem Alkohol be- 
handelt, wobei sich ein Teil (Cholinchlorid) léste. Der Rest 
wurde auf eine Tonplatte gestrichen, der zuriickgebliebene Teil 
aus Wasser umkrystallisiert. Es wurden so etwa 0,3 g salz- 
saures Salz erhalten. Das Salz gab deutlich die Pyrrolreaktion. 
Das Chloraurat stimmte in der Krystallform und im Schmelz- 
punkt (225—226°) mit Stachydrinchloraurat tiberein. 

03200 g Substanz gaben 0,1302 g Gold. 

Fiir Stachydrinchloraurat C,H,,NO, - HCl - AuCl,. 

Berechnet: Gefunden: 

40,82°/o Au 40,69°/o Au. 

Pikrat: Das aus dem Chloraurat regenerierte Chlorid 
wurde in das Pikrat iibergefiihrt, welches gelbe Nadeln bildete 
und bei 195° schmolz. Der Pikrinsaéuregehalt war folgender: 

0,1948 g Substanz gaben 0,1196 g Pikrinsiure. 

Kiir Stachydrinpikrat C,H,,NO, - C,H,N,0, 

Berechnet: Gefunden: 
Pikrinsiure 61,56°/o 61,40°/o. 

Kiir die Bestimmung der optischen Aktivitaét reichte das 
Material nicht aus. In einer friiheren Untersuchung hatten 
K. Schulze und G. Trier!) aus den bliéttern der bitteren 
Orange inaktives Stachydrin erhalten. Herr Dr. N. T. Déléano 
fand nun im hiesigen Laboratorium, bei einer in anderer Weise 
ausgefiihrten Isolierung des Stachydrins aus dem gleichen Ma- 
terial, die linksdrehende Form dieses Betains, und zwar stimmte 
die beobachtete spezifische Drehung mit der des Stachydrins 
aus Galeopsis (s. 0.) tiberein. Die von Herrn Dr. Déléano aus- 
gefiihrte Untersuchung hatte den Zweck, zu priifen, ob sich die 
einfachere, auch im hiesigen Laboratorium von Prof. E. Schulze?) 
friiher angewandte Methode der direkten Ausfallung von Cholin 
und eventuell vorhandener Betaine mit alkoholischer Sublimat- 
lésung nach vorausgegangener Reinigung der Extrakte mit Blei- 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 59. 
*) Siehe z. B. Diese Zeitschrift, Bd. 60, 5S. 157. 
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essig, speziell bei Stachydrin fiihrenden Pflanzenteilen verwenden 
lasse. Von dieser Methode laBt sich im allgemeinen sagen, dal} 
sie sich auch zur Gewinnung von Stachydrin aus Pflanzen- 
extrakten verwenden lift, dab man aber selbst bei mehrwéchent- 
lichem Stehenlassen der Quecksilberfallungen kaum die Ausbeute 
erreichen wird, die man bei Verwendung von Phosphorwolfram- 
siiure erzielen kann. 

Bei der Gewinnung von Stachydrin aus Orangenbliittern 
erhielt Jahns!) unter Bentitzung der Kaliumwismutjodid-Methode 
eine Ausbeute von 0,1°/o Stachydrin. Bei Beniitzung der Me- 
thode der doppelten Fillung mit Phosphorwolframsiiure stieg 
die Ausbeute auf 0,19°/o. Bei Beniitzung der Methode der 
direkten Sublimatfillung wurde die Ausbeute Jahns etwa er- 
reicht. Es wurden aus 1 kg trockener Orangenblitter 1,25 ¢ 
reines Stachydrinchlorhydrat gewonnen. Analyse des Goldsalzes : 

0,3710 g Substanz gaben 0,1514 g Au. 

Berechnet: Gefunden: 
40,82°/o Au #0,80°/o Au. 

Q,5911 g Stachydrinchlorhydrat in 11 ccm Wasser gelost 
drehte bei 18° C. — 8,2°S.-V. im 2 dm-Rohr 


[a], = — 26,2°. 

Es war von Interesse, das Verhalten des |-Stachydrins 
gegen Alkalien in der Hitze zu priifen. Das Priaparat wurde 
daher mit Barytwasser eine halbe Stunde gekocht und sodann 
das Stachydrinchlorid regeneriert. Das Salz war durch die 
Behandlung zum Teil racemisiert worden. 

0,5008 g Stachydrinchlorid in 10 ccm Wasser geldést 
drehte bei 18° C. im 2 dm-Rohr — 2,7°5.-V. 


18° 
= 0 
la], = — 9,3°. 


Kine chemische Zersetzung war nicht erfolgt. Das Gold- 
salz, aus dem wiedergewonnenen Chlorhydrat dargestellt, erwies 
sich als einheitlich und gab den theoretischen Goldwert: 

0,2764 g Substanz gab 0,1129 g Au = 40,84°/o Au. 

Bei der Gewinnung des Stachydrins durch Fillung der 
gereinigten Extrakte mit alkoholischer Sublimatl6sung wird die 


') Jahns, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 29, 5. 2065. 
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Kinwirkung von Alkalien ginzlich vermieden. Man wire viel- 
leicht versucht, das Auftreten von inaktivem Stachydrin auf 
eine Racemisierung wihrend der Verarbeitung zurtickzufiihren. 
Dagegen spricht jedoch einmal die Tatsache, daBb bei Beniitzung 
der Methode der Phosphorwolframfallung die Einwirkung von 
Alkalien nur bei Zimmertemperatur stattfindet und daf bei 
Beniitzung des gleichen Verfahrens in mehreren Fallen zwar 
inaktives Stachydrin, wenigstens in einer Falle (Galeopsis), 
aber auch aktives Stachydrin erhalten wurde. Wir missen also 
bis auf weiteres annehmen, dafi sowohl linksdrehendes als auch 
inaktives Stachydrin in den Pflanzen selbst vorgebildet vor- 


kommen kann. 





Ks wurden auf Belaine untersucht (refunden 





Kompositen 
Chrysanthemum cinerarifol. ...... Stachydrin 
Nyctaginaceen | 
Mivabilis ilapA ww ket eH Trigonellin 
Labiaten 
a) Ajugoideae 


Ajugeae: Ajuga reptans ........ kein Betain 
Rosmarineae: Rosmarinus offic... . . | > 

b) Stachyoideae 
Nepeteae: Glecoma hederacea. ..... | kein Betain 
Stachyeae: Galeopsis grandifl. . ... . | I-Stachydrin 


Rutaceen 
a) Aurantioideae 
a ee a Stachydrin 
Citrus aurantium amar. ........ | ~~ I/-Stachydrin 
b) Rutoideae | 
Fagara xanthoxyl............ | ~~ kein Betain 
Ks ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. E. 
Schulze unseren wirmsten Dank auszusprechen fiir die stete 


Unterstiitzung und das Interesse, das er diesen Versuchen ent- 
gegengebracht hat. 





























Uber die Wirkung von Radiumemanation auf Mononatriumurat. 
Von 
Erich von Knaffl-Lenz und Wilhelm Wiechowski. 


Mit drei Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Februar 1912.) 


> 


Die Studien iiber Beeinflussung der Harnsiureausscheidung 
von normalen und gichtischen Menschen, welche zur Einfiihrung 
der Radiumemanationstherapie fiihrten, (1) haben ihren Ausgangs- 
punkt von Versuchen genommen, die Gudzent im Reagenz- 
glas tber die Wirkung von Radiumemanation auf Mononatrium- 
urat angestellt hatte. Gudzent schlofs aus seinen Versuchen, 
dafi das Mononatriumurat unter dem Einflu{S der Radium- 
emanation bezw. deren Spaltungsprodukten (Radium D) zunichst 
in die leichter lésliche Laktamform iibergefiihrt und weiter zu 
anderen noch leichter léslichen Stoffen, schlieBlich zu CO, und 
NH, abgebaut werde. Die Vermutung, daf dieser Vorgang sich 
auch nach Aufnahme von Emanation im Blute der Gichtiker 
abspielen kénnte, schien durch den giinstigen EKinfluB der Ema- 
nation auf den Verlauf des gichtischen Prozesses, durch das 
objektiv festgestellte Verschwinden der endogenen Blutharn- 
siure des Gichtikers und durch die Verkleinerung vorhandener 
Harnsiureablagerungen (Tophi) bestitigt zu werden. Die nahere 
Untersuchung des Purinstoffwechsels unter dem EinflufB der 
‘adiumemanation ergab, daB beim Gesunden und beim Gich- 
liker die Ausscheidung endogener und exogener Harnsiaure 
hiiufig vermehrt bezw. beschleunigt sei. Unerwarteterweise 
wurde aus diesen Versuchen geschlossen, dafi die Emanation 
die Fermente des Nucleinstoffwechsels aktiviert habe (und zwar 
in jenen Fallen, wo eine Vermehrung der Harnsaureaus- 
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scheidung beobachtet worden war, hauptsichlich die «harnsiiure- 
aufbauenden Fermente») und der Beweis abgeleitet, «da die 
gefundene Eigenschaft der Radiumemanation auf das Mono- 
natriumurat lésend und zerst6rend einzuwirken auch fiir den 
menschlichen Organismus seine Giiltigkeit hat».(?) Diese Er- 
kliirung nimmt die bekannte Gichttheorie von Brugsch-Schit- 
tenhelm:(3) Verlangsamte Harnsdurebildung, verlangsamte 
HarnsiiurezerstOrung und verlangsamte Harnsiiureausscheidung 
(bei Ausschluf, jeder renalen Retention!) und als Folge davon 
Urikiimie, als bewiesen an. Im Gegensatz zu dieser Hypothese 
konnte in mehreren Arbeiten der eine von uns nachweisen, 
dafi dem Menschen und seinen tiberlebenden Organen ein nach- 
weisbares harnsiurezerst6rendes Vermdgen zum Unterschiede 
von den meisten anderen Siiugetieren nicht zukomme.(+) Es 
war aber immerhin moglich, daB ein solches vorhanden, jedoch 
so geringfiigig sei, dafh es sich dem analytischen Nachweise 
entziehe. Nach Analogie mit anderen Fermentaktivierungen 
durch strahlende Energie(*) konnte angenommen werden, dai} 
auch das bisher nicht nachweisbare urikolytische Ferment tiber- 
lebender menschlicherOrgane bis zur deutlichen Nachweisbarkeit 
versliirkt werden kénne. Aus dieser Uberlegung ergab sich der 
Wunsch, den Einflu8 von Radiumemanation auf das Verhalten 
iliberlebender menschlicher Organe gegen Harnsiiure zu _priifen. 
Vorher mubte aber das von Gudzent(®) mitgeteilte urikolytische 
Vermogen der Emanation selbst niiher untersucht werden, um 
diesen konkurrierenden Faktor bei den Organversuchen beriick- 
sichtigen zu k6nnen. 

Die zu diesem Zwecke angestellten Untersuchungen tiber 
den EinfluB von Radiumemanation auf Mononatriumurat ergaben 
aber im Widerspruch mit den Mitteilungen von Gudzent, dab 
weder Emanation noch ihre Spaltungsprodukte, noch auch die 
durch Emanation erzeugten Umwandlungsprodukte der Luft- 
gase imstande sind, Mononatriumurat zu zersetzen oder seine 
Loslichkeit in Wasser zu_ beeinflussen. 

Gudzent hat sich zur Erzeugung von Emanation einer 
Radiogenkerze der Charlottenburger Radiogengesellschaft be- 
dient. Die Versuchsanordnung war folgende: «Luft wird mittels 
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einer Wasserstrahlpumpe nach vorheriger Reinigung durch ein 
GefaiB gesaugt, in welchem die Emanation erzeugt wird, alsdann 
durch das Versuchsgefib, wo nun die mitgefiihrte Emanation 
zur Wirkung kommen kann.» 

Wieviel Emanation bei diesem Verfahren auf die Urat- 
ldsung eingewirkt hat, ist ungewib, da Gudzent keine Mes- 
sungen der Aktivitét seiner Uratlésungen gemacht bezw. mit- 
geteilt hat. Der Emanationsgehalt der Uratldsung kann aber 
im besten Fall nur minimal gewesen sein, wie aus unserem 
Versuche XIII, siehe unten, hervorgeht. In diesem Versuche 
gelangte eine Menge von frisch gefilltem und gewaschenem 
Radiumcarbonat mit einem gemessenen Kadiumgehalt von 
96,35 mg RaCl, zur Anwendung. Mittels einer Wasserstrahl- 
pumpe wurde Luft tiber dieses Priiparat gesaugt und durch 
eine Uratlisung dauernd geleitet. Die Radioaktivitét dieser 
Losung betrug, trotz der grofien Radiummenge, nach 4 Tagen 
nur 0,0036 statische Einheiten pro Kubikzentimeter, nach wei- 
teren 5 Tagen 0,01 und nach weiteren 6 Tagen 0,004 statische 
Kinheiten. Im Vergleich damit lieferte die uns zur Verfiigung 
stehende Radiumchloridlésung, welche ungefiihr 10 mg reines 
Radiumchlorid enthielt, alle 24 Stunden so viel Emanation, dab 
nach halbstiindigem Durchleiten von Luft im KreisprozeB mittels 
Doppelgebliises 500 ccm Wasser eine Aktivitét von 0,4—0,6 
statischen Einheiten pro Kubikzentimeter erlangten. Man sieht 
hieraus, dafi die in der Zeiteinheit von dem festen Priaparate 
abgegebene Emanationsmenge, selbst bei Anwendung so grofer 
Mengen von Radiumsalz, sehr klein ist, und daf eine irgend 
erhebliche Aktivitét durch stiindiges Durchsaugen in der vor- 
geschalteten Fliissigkeit nicht zu erzielen ist. Zum Teil hiingt 
das sicher davon ab, dali von festen Radiumpriiparaten die 
Kmanation langsamer abgegeben wird als von Radiumsalz- 
losungen. Die Hauptschuld triigt aber der Umstand, daB beim 
Durchsaugen der gréBere Teil der von der Luft mitgefiihrten 
Kmanation sofort wieder abgeleitet wird. Will man daher die 
Emanation eines Priiparates voll zur Wirkung gelangen lassen, 
so mub, wie das ja auch allgemein wblich ist und in allen von 


uns mitgeteilten Versuchen eingehalten wurde, ein geschlossener 
21+ 
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Kreislauf hergestellt werden und mittels eines Doppelgebliises 
die Luft so lange in Zirkulation erhalten werden, bis die Ema- 
nationsmenge des Priparates sich in dem ganzen System verteilt 
hat. Das mit Emanation zu beschickende Gefaf enthaélt dann, 
entsprechend seiner Grofe und seinem Inhalte, einen bestimmten 
Teil der zurzeit vorhandenen Emanationsmenge. Da die Radium- 
salzmenge der Radiogenkerze im Verhialtnis zu der in unserem 
Versuche Nr. 13 zur Anwendung gekommenen sicher ver- 
schwindend klein war, so ist es fraglich, ob Gudzent in seinen 
Uratsuspensionen tiberhaupt mebbare Emanationsmengen gehabt 
hat. Dasselbe muf dann auch fir die von Gudzent benutzte, 
offenbar unter denselben ungiinstigen Bedingungen hergestellte 
Radium-D-Lésung Geltung haben, die sich wohl kaum vom 
reinen Wasser unterschieden haben diirfte. Dagegen kinnen 
bei dieser Versuchsanordnung die Produkte der Umwandlung, 
welche Luft beim Uberstreichen von Radiumpriiparaten durch 
a-Strahlen erleiden, zur Wirkung kommen. Unter Anwendung 
dieser Methode kam Gudzent(®) zu folgenden Ergebnissen: 

1. Kine Aufschwemmung von Mononatriumurat in physio- 
logischer Kochsalzlésung oder in destilliertem Wasser (0,5 g 
in 1000) zeigte nach dreiwéchentlichem Stehen keine Ldslich- 
keitszunahme oder Zersetzung. 

2. Der Stickstoffgehalt des Filtrates einer Suspension von 
Mononatriumurat, durch die emanierte Luft geleitet wurde, 
nahm dauernd zu. Die erste deutliche Zunahme erfolgte nach 
4 Stunden. Nach 10 Tagen war das feste Urat verschwunden. 
In dem Mabe als der Stickstoffgehalt der Losung zunahm, nahm 
die Harnsiiure (nach Kriiger und Schmidt bestimmt) ab und 
verschwand schlieBblich ganzlich. 

3. Polonium, welches nur a-Strahlen aussendet, war inner- 
halb 14 Tagen ohne Wirkung auf Uratlosung. 

4. Radiumsalz, das in ein Glasréhrchen eingeschlossen 
war, in eine Uratlisung gebracht, hatte keine Wirkung auf 
Harnsiiure. Die B- und y-Strahlen sind also auch nicht die 
Ursache der Zersetzung. 

5. Eine physiologische Kochsalzlésung oder destilliertes 
Wasser wurde mittels einer Radiogenkerze emaniert, nach acht- 
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tiigigem Stehen ausgekocht und mit Mononatriumurat im Uber- 
schuf8 versetzt. Der Stickstoffgehalt des Filtrates nahm, ohne 
daf Luft durchgeleitet wurde, dauernd zu. Die erste Zersetzung 
war nach 48 Stunden nachweisbar. 

Aus diesen Versuchen schlof Gudzent, dafi Mononatrium- 
urat durch das Umwandlungsprodukt der Emanation, durch 
Radium D, in leichter lésliche K6rper umgewandelt(®) und 
dann weiter bis zu Kohlenséure und Ammoniak zersetz werde. (?) 

Unsere Versuche betrafen zuerst die Frage der Zersetzung 
von Mononatriumurat durch Emanation, durch Radium D und 
durch die Umwandlungsprodukte der Luftgase, welche unter 
dem Einflusse der a-Strahlen entstehen. Da diese Umwandlungs- 
produkte hauptsiichlich Ozon enthalten, haben wir noch einige 
Versuche mft auf gewohnlichem Wege erzeugtem Ozon ge- 
macht.!) SchlieBlich teilen wir noch einen Versuch mit, welcher 
den Einflu{B strahlender Energie anderer Art, niimlich den Ein- 
flu8 des Sonnenlichtes mit und ohne Sensibilisierung durch 
Eosin_ betrifft. 

Vorweg ist zu allen diesen Versuchen mit Uratlésungen 
bezw. Suspensionen von Na-Urat zu bemerken, dali bei der oft 
wochenlangen Dauer der Versuche die Méglichkeit einer bak- 
teriellen Harnsiurezersetzung im Auge zu behalten ist. Wir 
wissen ja, dai die Harnsiiure dem Angriffe zahlreicher Bak- 
terien erliegt. Da Gudzent zu seinen LOsungen keine anti- 
septischen Zusiitze gefiigt hat, so haben wir auch die unserigen 
ohne solche angestellt. Ein orientierender Kontrollversuch (C. in 
Vers. 3) zeigte uns auBerdem, dafi die Gefahr der bakteriellen 
Zersetzung bei unseren Versuchen zumindestens nicht grof 
war, abgesehen davon, dafi wir ja in den meisten Versuchen 
iiberhaupt keine Zersetzung beobachten konnten. Die Méglich- 
keit muf aber immer beriicksichtigt werden. Einigemale beob- 
achteten wir in wochenalten Uratlésungen die allmiihliche 
Ausbildung von Triibungen. Eine empfindliche Reaktion auf 
Harnsiurezersetzung ist die Glyoxylsaurereaktion nach Adam- 
kiewicz, die unter Umstanden schon positiv auftreten kann, 


') Uber die Oxydationsprodukte der Harnsiiure bezw. des Allantoins 
durch Ozon wird spiiter berichtet werden. 
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wo die gewichtsanalytische Bestimmung noch keine Zersetzung 
ergibt. Der eine von uns (*) hat mitgeteilt, da’ Harnséure 
sowie andere Purinstoffe und Allantoin (abgesehen von vielen 
anderen Stoffen) beim Versetzen mit Pepton und konzentrierter 
Schwefelsiiure dieselbe Violettfiirbung geben wie Glyoxylsiiure. 
Der wirksame Bestandteil des Eiweibes bezw. Peptons ist hierbei, 
wie bekannt, das Tryptophan. Die Reaktion gewinnt auch an 
Empfindlichkeit, wenn man statt EiweifB oder Pepton eine 
reine Tryptophanlésung verwendet. Die im Verlaufe unserer 
Versuche gesammelten Erfahrungen iiber das Auftreten der 
Glyoxylsiurereaktion lehrten uns nun, da ganz reine Priparate 
von Harnsiiure oder Mononatriumurat die Reaktion nicht geben. 
Es ist daher die vorerwiihnte Angabe, die auf Grund des Ver- 
haltens eines Kahlbaumschen Priaparates gemacht wurde, 
soweit sie die Harnsiiure betrifft, zuriickzuziehen. !) 


Experimenteller Teil. 


In den Versuchen 1 und 2 wurde harnsaures Natrium 
von Kahlbaum beniitzt. Dieses Praparat hatte einen schwach 
ammoniakalischen Geruch, war amorph und seine Losungen 
reagierten stets alkalisch. Wir verwendeten daher in den fol- 
genden Versuchen nach den Angaben von His und Paul (°) 
bezw. Gudzent (°) dargestellte Praparate. 

Fiir die Gewinnung von gut krystallisierendem Monona- 
triumurat ist es von grOfter Wichtigkeit, absolut reine Harn- 
siiure zu verwenden. Nur eine solche liefert ein sch6n krystal- 
lisiertes, reines Produkt mit dem theoretischen Krystallwasser- 
gehalt, wenn man sie nach den oben zitierten Angaben in 
der berechneten Menge ®/10-Natronlauge bei 50° lost, vom 


') Beilaiufig sei hier bemerkt, daf$ durch diese Richtigstellung die 
Beweiskraftigkeit der Reaktion fiir die Anwesenheit von Glyoxylsaure 
nicht wieder hergestellt wird, da das Allantoin sie unter allen Umstinden 
gibt. Es bleibt aber zweifelhaft, ob wir es in den Fallen, wo die Reaktion 
im Verlaufe der Versuche positiv gefunden wurde, mit Glyoxylsaure 
oder Allantoin zu tun hatten. Eine Entscheidung ware wohl nur mit 
Hilfe der Dakinschen Isolierung der Glyoxylsiure durch Amidoguanidin 


méglich. 
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Ungelésten rasch abnutscht und die Losung langsam erkalten 
lift. Mit weniger reinen, wenn auch analytisch einwandfreien 
Harnsiiurepraéparaten (z. B. dem von uns verwendeten Kahl- 
baumschen) erhielten wir immer zunichst zwar scheinbar 
weife, aber unter dem Mikroskope als aus briiunlichen Kugeln 
bestehend sich erweisende amorphe Produkte, welche den 
verschiedensten Versuchen, sie zur Krystallisation zu zwingen, 
widerstanden. Auch die allgemein getibte Reinigung der Harn- 
siiure nach Horbaczewski (Lésen in konzentrierter Schwefel- 
siiure und Eingiefien in Wasser) anderte bei solchen Priiparaten 
nichts an dem Aussehen und Verhalten des aus ihnen ge- 
wonnenen Natriumurats. Wir haben nun gefunden, da’ die 
die Krystallisation hemmenden Substanzen zum gréften Teile 
in den meist auch etwas gefirbten Mutterlaugen von dem zu- 
nichst erhaltenen amorphen Produkt gelést bleiben. Wiéaischt 
man dieses mit Wasser alkalifrei, so erhilt man nach dem 
Zersetzen mit Mineralsiiure schon eine erheblich reinere Harn- 
siiure, welche dem oben zitierten Verfahren unterworfen, meist 
ein Urat liefert, welches unter dem Mikroskope bereits eine 
Andeutung krystallinischer Struktur aufweist. Behandelt man 
dieses 2. Produkt wie das erste und das gewonnene 3. even- 
tuell 4. ebenso, so gelangt man schlieBlich, allerdings unter 
erheblichen Verlusten, aber mit Sicherheit zu einem sehr schénen 
Praparat, welches unter dem Mikroskop ausschlieblich tadellos 
gleichmibige, isolierte, nirgends agglomerierte, verhiiltnismabig 
groBe Nadeln zeigt, in Wasser suspendiert, priichtig scintilliert 
und nach dem Absaugen und Waschen eine seidegliinzende, 
verfilzte, papierahnliche Masse darstellt. Manchmal muf man 
den gleichen Gang bis 6 mal wiederholen, bis man zu einem 
hefriedigenden Resultat kommt. Dabei macht man stets die 
Beobachtung, daB das Urat immer schwerer ldéslich wird, je 
reiner es wird. Man ist gezwungen, zum Lésen der solcherart 
liber das Urat gereinigten Harnsiure stirker verdiinnte Lauge 
"15—N/29 zu verwenden, weil bei Anwendung von "®/10-Lauge 
fast gleichzeitig mit der bei 50° erfolgenden Lisung der Harn- 
sdure das Urat auszukrystallisieren beginnt, so daB man mit 
dem Filtrieren zu spit kommt oder die Filtration infolge 
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der vorzeitig einsetzenden Krystallisation gestért wird. Die 
aus solchen schénen Praparaten durch Mineralsiiure gewonnene 
reinste Harnsdure krystallisiert nicht mehr in rhombischen, 
sondern in rechtwinkeligen Tafelchen, ein Verhalten ganz reiner 
Harnsiure, welches R. Behrend und O. Roosen bereits fest- 
gestellt haben. — Die Lésungen des reinen Mononatriumurats 
in Wasser reagieren, wie auch Gudzent (°) mitgeteilt hat, fast 
neutral. Sie wurden unter genauer Beriicksichtigung aller von 
His und Paul bezw. Gudzent gemachten Angaben durch 
Schitteln des Salzes bei Zimmertemperatur, meist in Hart- 
glaskolben mit ausgekochtem Wasser hergestellt.!) In Uber- 
einstimmung mit Gudzent machten auch wir die Beobachtung, 
dafi das trocken aufbewahrte Natriumurat nicht haltbar ist, 
sondern sich schon in verhiiltnismafig kurzer Zeit (wenigen 
Wochen) teilweise zersetzt. Hiiufig riechen solche Priaparate 
ammoniakalisch-urinéds. Bei der Analyse findet man dann ge- 
wohnlich weniger Harnsaure, als die Theorie verlangt. Solche 
dem Aussehen nach ganz reine, in Wahrheit aber zersetzte Pra- 
parate von Mononatriumurat kann man durch kurzes Waschen 
mit Wasser und Alkohol auf der Nutsche schnell wieder 
brauchbar machen. Die Analysen geben nach dem Waschen 
wieder die richtigen Werte. Von dieser Erfahrung Gebrauch 





') Es ist meist sehr schwer, durch gewéhnliche Filtration blanke 
Filtrate zu erhalten. In den meisten Fallen bleiben die Filtrate auch 
nach 6fterem Aufgiefen deutlich opalescent. Die besten Resultate er- 
hiellen wir bei Anwendung einer 6fachen Lage dicken Filtrierpapiers 
vor der Pumpe auf der Nutsche. 

Bei dieser Gelegenheit mége auch iiber die Darstellung und Zu- 
sammensetzung des Magnesiumurates berichtet werden, obwohl es nicht 
zu Versuchen beniitzt wurde. 

Reinste Harnsiiure wurde mit Wasser bis zu */1o-n aufgeschwemm| 
und mit einem Uberschuf von MgO bis nahe zum Sieden erhitzt. Die beim Er- 
kalten des Filtrats ausgeschiedenen Krystalle wurden mit Wasser und Al- 
kohol gewaschen und im Vakuumexsikkator bei 62° getrocknet. Der gefun- 
dene Harnsiuregehalt betrug 71,68°/o, in einer zweiten Bestimmung 72,12°/». 
Fiir Mg(U), ++ 3H,O berechnen sich 71,98°%o, Der durch Abrauchen mit 
Schwefelsiure ermittelte Mg-Gehalt betrug 5,38°/o (5,46°/o), der mit dem 
berechneten Gehalt von 5,23°/o gut iibereinstimmt. Das Monomagnesium- 
urat krystallisiert demnach mit 3 Molekiilen Wasser. 
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machend, haben wir zu unseren Versuchen zumeist frisch ge- 
waschenes Urat verwendet. 

Zu den im folgenden mitgeteilten Versuchen wurden zwei 
Praparate von Mononatriumurat, welche in der geschilderten 
Weise hergestellt waren, verwendet. Priparat 1 enthielt 80,77°/o 
und Priparat 2 80,75°/o Harnséure. Mononatriumurat -+- H,O 
verlangt 80,77°/o. Die Léslichkeit von Praparat 1, durch Zuriick- 
wigen des Ungelosten bestimmt, betrug nach 5stiindiger Ro- 
tation bei Zimmertemperatur 1: 1168 und 1: 1077. 

Die Harnséurebestimmung erfolgte bei siimtlichen Ver- 
suchen folgendermafen. Gewogene Mengen des klaren Filtrats 
wurden mit Salzsiiure im geringen Uberschuf versetzt, auf 
dem Wasserbade auf ein kleines Volumen eingeengt (5 ccm) 
und mehrere Stunden stehen gelassen, die ausgeschiedene Harn- 
siure dann auf einem Goochtiegel gesammelt mit verdiinnter 
Salzsiiure und hierauf mit Alkohol gewaschen, zur Gewichts- 
konstanz getrocknet und gewogen. Bei vielen Versuchen wurde 
auferdem der Stickstoff gewogener Mengen der klaren Filtrate 
nach Kjeldahl bestimmt und als Harnséure berechnet. 

Die Radiumemanation fiir die meisten Versuche gewannen 
wir aus einer LOsung, die 10 mg reines Radiumchlorid ent- 
hielt, dadurch, da{i wir mit Hilfe eines Doppelgeblises Luft 
durch dieselbe und durch die Uratldsungen 25—30 Minuten 
hindurcb im Kreislauf trieben. Die Radiumchloridlésung wurde 
uns von dem Neulengbacher Radiumwerk (Priiparate R. E.) 
bereitwilligst zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser 
Stelle unseren Dank aussprechen. Die reine Emanation und 
das Radiumearbonat, welche in Versuch 10, 13, 17 in Anwen- 
dung kamen, waren uns vom Institut fiir Radiumforschung zur 
Verftigung gestellt worden. Die Messungen der Radioaktivitiit 
der Lésungen wurden mit einem Fontaktoskop von Giinther und 
Tegettmayer mit ausreichender Genauigkeit vorgenommen. 


Versuch 1. 

16. If. 1911. Mononatriumurat (Kahlbaum) wurde durch 
Erwiirmen in Wasser gelést, Kohlensiéiure eingeleitet und so 
viel Emanationswasser zugesetzt, daB die Aktivitét in 1 ecm 2,57 
statische Einheiten betrug. 
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16. II. In 20 cem Losung wurden gefunden: 24,9 mg Harn- 
siure. Aktivitiit 2,57 statische Einheiten pro Kubikzentimeter 


Losung. 
17. II. 2,16 statische Einheiten pro Kubikzentimeter L6- 


sung. ‘Temp. 37° 

18.11. 1,75 2 . ,  » 

21.11. In der Lésung hatte sich ein Sediment gebildet, 
das durch Erwiirmen gelost wurde. 

In 20 g Lésung wurden gefunden: 26,2 mg Harnsiure. 

Kine Ammoniakbestimmung nach Folin ergab in 20 cem: 
0,14 mg NHsg. 

Versuch 2. 

24. III]. Von demselben Priéiparate wie in Versuch 1 wurden 
0.5 g in 500 g Wasser geldst und in der oben beschriebenen 
Weise mit Hilfe der Radiumchloridlosung 30 Minuten lang 
emaniert. 

In 25 g Lésung wurden 23,1 mg Harnsiiure gefunden. 
Aktivitéit 0,5 statische Einheiten pro Kubikzentimeter. Die 
Flasche wird dauernd im Thermostaten bei 37° gehalten. 

25. u. 26. III. Emanation eingeleitet. 

27.111. In je 25 g LOsung wurden 19,2 mg gefunden. 

Vom 28. IIl.—1. 1V. inkl. téglich durch 30 Minuten Ema- 
nation eingeleitet. 

2.1V. Inje 25g wurden 14,0mg und 12,6 mg gefunden. 

Das in diesem Versuche verwendete Priiparat war wie 
erwiihnt nicht krystallisiert, roch ammoniakalisch und seine 
Lésungen reagierten deutlich alkalisch. Die Glyoxylreaktion 
war negativ. Die hier beobachtete Zersetzung diirfte auf die 
Unreinheit und Alkalescenz des Priiparates zuriickzufiihren sein, 
da wir, wie aus dem folgenden Versuche deutlich hervorgeht, 
mit den von uns absolut rein dargestellten Priaparate auch 
noch nach 3 Wochen keine Zersetzung nachweisen konnten. 


Versuch 3. 


18.V. 1911. Von Priiparat 1, das mit Wassser auf der 
Nutsche gewaschen war, wurde eine Suspension in destilliertem 
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Wasser 3 Stunden bei Zimmertemperatur rotiert und hierauf 
klar filtriert. Diese gesiittigte L6sung wurde auf 3 Flaschen ver- 
teilt, in die Flasche A wurde ungefiihr jeden zweiten Tag durch 
30 Minuten Emanation eingeleitet, in die Flasche B und C gleich 
lang Luft im Kreislauf durchgepumpt. Die Lésung in Flasche C 
enthielt einige Kubikzentimeter Benzol zur Desinfektion. Die 
Flaschen standen dauernd im Brutschrank. Die Harnsiiure- 
bestimmung wurde durch HClI-Fillung vorgenommen. 
19. V. Aktivitéit 0,676 statische Einheiten pro Kubik- 
zentimeter. 
A. In 20 g Losung wurden 15,8 mg Harnsiiure gefunden 
B. » 20 » 13,4 » » 
C. » 20» . 15,7 » » » 
22.V. und 24.V. Emanation eingeleitet. 
26.V. A. In 20 g Losung wurden 15,6 mg Harnsiiure gefunden 
B. » 20: : 13,8 » 
C. » 20>» 15,8 » 
29.V. und 31.V. Emanation eingeleitet. 
A. In 20 g Losung wurden 15,5 mg Harnsiiure gefunden 
B. » 20>» . » 13,3 >» > > 
C. » 20>» » 15,7 » » 
Die Emanationsbestimmung am 2. VI. ergab 0,449 statische 
Kinheiten pro Kubikzentimeter. 
7. VI. A. In 20 g Losung wurden 15,5 mg Harnsiiure gefunden 


B. » 20> » 134 » 
C.»20> » » 15,6 » 


Es war also in keiner der 3 Lésungen eine Zersetzung 
der Harnséure aufgetreten, obwohl L6sung A durch 3 Wochen 
konstant stark emanationshaltig und infolgedessen auch Radium 
D-haltig war. 


Versuch 10 (dazu Fig. 1). 


In diesem Versuche wurde die Einwirkung einer sehr 
groben Emanationsmenge auf Mononatriumurat gepriift. 

28. VII. Die nur mit sehr geringen Mengen Luft ver- 
unrcinigte Emanation, die mit 86 mg Radium im Gleichgewicht 
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stand, wurde in ein vollkommen evakuiertes Gefa8 mit ein- 


geschmolzenen Glasrohren iibertragen, dazu eine dichte Sus- 


bis zum Druckausgleich zuflieB 
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31.VII. Eine Probe, durch Ansaugen entnommen, klar filtriert. 


HCl-Fiillung ergab 48,7 mg Harnsiure in 50g Filtrat 
Kjeldahl-Bestimmung » 48,1 » 2 »50» » 
Aktivitét unmefbar groB. 


Temperatur 27°. 
Der Rest der entnommenen Probe stand in einer ver- 


schlossenen Flasche bis zum 14. VIII. bei Zimmertemperatur. Die 
hierauf vorgenommenen Bestimmungen ergaben folgende Werte: 


A. 


im 


HCI-Fallung 46,3 mg Harnsaure in 50 g Filtrat 


. Kjeldahl-Bestimmung 52,1 » » » BO >» 
.. Aktivitéat 0,105 statische Einheiten pro Kubikzentimeter. 


5. YI. Entnahmen wie oben. 


. HCl-Fallung 42,5 mg Harnsiéure in 50 g Filtrat 


Kjeldahl-Bestimmung 48,3 » > » BO >» 


. Aktivitét 13,19 statische Kinheiten in 1 ccm der Suspension. 


Temperatur 26°. 

Hierauf wurde die Rotation eingestellt und die Flasche 
Brutschrank bei 40° aufbewahrt. 

8. VIII. Aus dem Brutschrank genommen, 8 Stunden bei 


Zimmertemperatur stehen gelassen, eine Probe wie vorher ent- 
nommen, hierauf wieder in den Brutschrank gestellt. 


A. 
b. 
C. 


HC]-Fiillung 59,2 mg Harnséure in 50g Filtrat 
Kjeldahl-Bestimmung 66,6 » » » BO >» 


Aktivitét 6,56 statische Einheiten in 1 ccm Suspension. 
13. VII. Entnahme wie vorher. 
HCI-Fillung 53,0 mg Harnsiure in 50 g Filtrat 


. Kjeldahl-Bestimmung 62,1 » » DO» » 
. Messung der Aktivitaét miflungen. 


Temperatur 25°. 
18. VIII. Entnahme wie vorher. 


HCI-Fallung 46,7 mg Harnsiure in 50 g Filtrat 
. Kjeldahl-Bestimmung 58,8 » > » 5O >» » 


Aktivitét 1,06 statische Einheiten in 1 ccm der Suspension, 
23. VIII. Entnahme wie vorher. 


. HCl-Fillung 44.() mg Harnsiure in 50 g Filtrat 
. Kjehldal-Bestimmung 54,9 » > » DO» » 
. Aktivitiét 0,743 statische Einheiten in 1 cem der Suspension. 
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Die Reste der Proben wurden gemischt, lange autbewahrt, 
gaben aber keine Glyoxylreaktion. 

Der Versuch ergab, daB eine geringe Zersetzung des Urates 
(Zunahme der Differenz zwischen der direkt und durch N-Be- 
stimmung bestimmten Harnsiiure) stattgefunden, die Loéslichkeit 
dauernd abgenommen hat. Fiir den zersetzten Teil hat sich ent- 
weder nichts nachgelést, es ist aber auch nichts ausgefallen und 
die Zersetzungsprodukte miifSten dann fliichtig sein (Begriindung: 
die gleichzeitige Abnahme von N und Ur.) oder die Zersetzungs- 
produkte sind nicht fliichtig, dann mu Bodenkorper ausgefallen 
sein. In beiden Fiillen bedeutet das eine Léslichkeitsabnahme. 
Die Zersetzung betriagt 20°/o und hat in der letzten Periode 
nicht zugenommen. Die Zersetzungsgeschwindigkeit ist ungleich- 
firmig. Bemerkenswert ist, daf die durch die erhdhte Tem- 
peratur erzielte Léslichkeitszunahme noch 8 Stunden nach dem 
Abkiihlen auf eine um 12° niedrigere Temperatur anhalt, trotz 
Anwesenheit von reichlich Bodenkorper. 

Der folgende Versuch zeigt, daf Uratlésungen in langerer 
Zeit auch ohne Emanation eine Zersetzung bis zu 21°/o er- 


leiden koénnen. 


Versuch 11 (dazu Fig. 2). 


13. VIll. 2 g frisch gewaschenen Mononatriumurates 
(Priiparat 2) wurden 1 1 Wasser suspendiert, °/4 Stunden rotiert 
und bis zum 15. VIII. bei 25° unter 6fterem Umschiitteln stehen 
gelassen, vom 15. VIII. bis 21. VIII. dauernd rotiert, vom 21. VIII. 
an im Brutschrank (40°) gehalten. 

Die Bestimmungen ergaben: 

13. VIII. A. HCl-Féllung 45,0 mg Harnsaéure in 50 g Filtrat. 
B. Kjeldahl-Bestimmung 47,1 mg Harnsiure in 50 g 
Filtrat. 
Temperatur 25°. 
16. VII. A. HCl-Fillung 43,6 mg Harnsiure in 50 g Filtrat 
B. Kjeldahl-Bestimmung 44,1 mg Harnsiure in 50 g 
Filtrat. 
Temperatur 25°. 
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Von da ab dauernd rotiert 
bis zum: 


21. VIII. 
A. HCl-Fallung 42,2 mg Harnsiure 
in 50 ¢ Filtrat. 
B. Kjeldah!- Bestimmung 43,0 mg 
Harnsiure in 50 ¢ Filtrat. 
Nach der Probeentnahme in 
den Brutschrank gestellt. 
25. VIII. Aus dem Brutschrank 
(40°) genommen. Nach 24 stiindi- 
gem Stehen bei 25° Probeent- 
nahme, dann wieder Brutschrank. 
A. HCl-Fiéillung 55,7 mg Harnséure 
in 50 ¢ Filtrat. 
B. Kjeldahl-Bestimmung 56,9 mg 
Harnséure in 50 ¢ Filtrat. 
9. 1X. Wie am 25. VIII. 
A. HC)-Fallung 49,2 mg Harnsiiure 
in 50 g Filtrat. 
Bb. Kjeldahl- Bestimmung 57,4 mg 
Harnsiiure in 50 ¢ Filtrat. 
15. IX. Aus dem Brutschrank 
(36°) genommen. Nach 48stiindi- 
gem Stehen bei 25° Probeent- 
nahme, 
A. HCl-Fallung 42,5 mg Harnsiure 
in 50 g Filtrat. 
b. Kjeldahl- Bestimmung 56,4mg 
Harnsiiure in 50 g Filtrat. 
Innerhalb 12 Tagen war keine 
nachweisbare Zersetzung erfolgt, 
von da ab aber eine solche bis zu 
21°/o. Es ist daher sicher der 
groBere Teil der in Versuch 10 
beobachteten Zersetzung nicht auf 
die Wirkung der Emanation zuriick- 
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zufiihren. Die in Versuch 10 beobachtete Zerstorung der Harn- 
siiure konnte nur so lange beobachtet werden, als erhebliche 
Emanationsmengen vorhanden waren. Die Zersetzung horte auf, 
als die Emanation den immerhin noch hohen Wert von Q,4 statische 
Einheiten pro Kubikzentimeter, d.i. annahernd pro 1 mg Urat 
betrug. Falls Radium D einen Abbau der Harnsaure verursachen 
wiirde, so miiBte derselbe in dem Mafie, als die Emanation ab- 
nimmt und sich infolgedessen Radium D bildet, zunehmen. Dies 
war aber nicht der Fall. Auch die nun folgenden Versuche 
mit Radium D-Lésung zeigen, da’ dieses keinen Einfluf auf 
Mononatriumurat ausiibt. Bemerkenswert ist ferner an dem 
Versuch Nr. 11, da die durch Temperaturerhéhung bedingte 
Loslichkeitszunahme trotz Anwesenheit von Bodenkorper bis 
48 Stunden nach dem Verbringen in Zimmertemperatur anhiilt. 
Eine dauernd zunehmende Léslichkeitsabnahme wie in Versuch 10 
konnte auch hier beobachtet werden, insofern sich fiir den 
zersetzten Teil kein Urat nachloste. 


Versuch 5D. 


Mit Emanationswasser (Priparat R. E., Neulengbach), das 
pro Kubikzentimeter eine Aktivitét von 3 statischen Einheiten 
hatte und 30 Tage in einer verschlossenen Flasche aufbewahrt 
worden war und demnach die entsprechende Menge Ra D ent- 
hielt, wurde von Priparat 1 durch 24 sttindiges Rotieren eine 
Suspension hergestellt und dieselbe klar filtriert. 

Die Harnsiiurebestimmung ergab folgende Werte: 


10. Vi. HCl-Failung in 20 g Losung = 14,1 mg Harnsiiure, 
d. 1. » 50 » » aes 35,2 » » 


Die hieraus berechnete Loslichkeit des Urats_ betriigt 
1: 1424. 
11. VI. HCl-Fiillung in 50 g = 38,0 mg Harnsaure. 
Kjeldahl-Bestimmung mit 50 g Lésung = 38,4 Harn- 
saure. 
Loslichkeit 1: 1317. 


16. VI. HCl-Fallung in 50 g Lésung = 37,6 mg Harnsiure. 
Loslichkeit 1 : 1382. 
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21. VI. HCl-Fallung in 50 g Lésung = 37,5 mg Harnsiure. 
Innerhalb 11 Tagen keine Harnsiiurezersetzung durch Ra D. 


Versuch 6. 


Harnsaures Natron (Praéparat 2) wurde am 26. VI. im 
Uberschu& in Radium D-Lésung (von derselben Stirke wie im 
obigen Versuche) aufgeschwemmt, 6 Stunden rotiert und unter 
LichtabschluB im Laboratorium verschlossen aufbewahrt. Fiir 
die folgenden Analysen wurden Proben entnommen und mehr- 
mals filtriert, bis die Filtrate ganz klar waren. 

28. VI. HCl-Fallung in 50 g des Filtrats ergab 37,6 mg 
Harnsaure. 

Temperatur 24°. 

3. VII. HCl-Fallung in 50 g des Filtrats ergab 39,9 mg 
Harnsaure. 

Temperatur 29°. 

Der Kontrollversuch, der unter denselben Bedingungen 
gleichzeitig mit destilliertem Wasser angestellt wurde, ergab 
am 3. VII. in 50 g des Filtrats 40,2 mg Harnsiure bei einer 
Laboratoriumstemperatur von 29°. 

In Radium D-LOsung war demnach Mononatriumurat nicht 
besser ldslich als in Wasser. 


Versuch 12. 


17. 1X. In 1000 cem einer Emanationslésung, die am 
29. VI. hergestellt wurde und eine Aktivitét von 2,9 statischen 
Kinheiten pro Kubikzentimeter gehabt hatte, wurde am 17. IX. 
ein Uberschu8 von Priparat 2 eingetragen und in einer dunklen 
Flasche bis zum 22. 1X. dauernd rotiert. 
18. IX. A. HCl-Fallung in 50 g Filtrat ergab 35,6 mg Harnsaure 
B. Kjeldahl-Bestimmung in 50 g Filtrat ergab 35,3 mg 
Harnsaure. 
Temperatur 20°. 
22. 1X. A. HCl-Fallung in 50 g Filtrat ergab 35,7 mg Harnséure 
B. Kjeldah|l-Bestimmung in 50 g Filtrat ergab 33,2 mg 
Harnsiure. 
Temperatur 20°. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 22 
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Von da ab wurde die Flasche in den Brutschrank (35°) 
gestellt und taglich 6fters umgeschiittelt. 

27. 1X. Aus dem Brutschrank genommen, 6 Stunden bei 
23° gestanden. 

A. HC]-Fallung in 50 g Filtrat ergab 48,6 mg Harnsaure, 
B. Kjeldahl-Bestimmung in 50 g Filtrat ergab 49,2 mg 

Harnsdure. 

3. X. Die Brutschranktemperatur hat nur 29° betragen. 
h Stunden bei 19° gestanden. 

A. HCl-Fillung in 50 g Filtrat ergab 45,1 mg Harnsiiure, 
B. Kjeldahl-Bestimmung in 50 g Filtrat ergab 43,5 mg 

Harnsdure. 

12. X. Brutschranktemperatur 35°. 24 Stunden bei 19° 
gestanden. 

A. HCl-Fillung in 50 g Filtrat ergab 49,9 mg Harnsaure, 
B. Kjeldahl-Bestimmung in 50 g Filtrat ergab 51,3 mg 

Harnsiure. 

Also innerhalb 25 Tagen keine Spur einer Harnsiure- 
zersetzung. Auch hier kann man wieder die merkwiirdige Er- 
scheinung beobachten, daB die durch Erwirmen bedingte Léslich- 
keitszunahme trotz Anwesenheit von Bodenkérpern nach dem 
Abkiihlen bestehen bleibt. 


Versuch 14. 


25. 1X. Zu diesen Versuchen wurde ein schén krystal- 
lisiertes, frisch dargestelltes Priiparat verwendet, das aber nur 
einen Harnsaduregehalt von 80,28°/o (durch HCI-Fillung be- 
stimmt), 79,55°/o (nach Kjeldahl bestimmt) aufwies. 

Die Léslichkeit dieses Praparates in destilliertem Wasser 
einerseits und in emanationshaltigem Wasser anderseits, wurde 
durch Wiaigung des ungeldst Gebliebenen bestimmt. Die Sus- 
pensionen rotierten 17 Stunden bei 21°. 


A. Destilliertes Wasser. 


In 435,9 g Losung waren enthalten 0,4629 g Mononatrium- 
urat. Loslichkeit daher 1 : 942. 
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Bb. Emanationshaltiges Wasser. 


Aktivitét 4,216 statische Einheiten pro Kubikzentimeter. 

In 586,6 g Losung waren 0,4997 g Mononatriumurat 
enthalten. Loéslichkeit daher 1 : 1194. 

Die Versuche Nr. 5, 6, 12, 14 zeigen deutlich, dafB Radium- 
emanation oder Radium D weder die geringste Harnsiiurezer- 
setzung noch Loslichkeitsvermehrung verursachen. 

Wie eingangs erwihnt, lag die Vermutung nahe, daf bei 
der Versuchsanordnung, die Gudzent beniitzte, das Mono- 
natriumurat durch Ozon, der durch die a-Strahlen aus dem 
Luftsauerstoff gebildet wird, die Harnsiiurezersetzung bedingt 
habe. Die von uns angestellten Versuche zeigen aber, daf 
die von Radiumpraparaten bezw. a-Strahlen gebildete Ozon- 
menge nicht geniigt, um eine nennenswerte Harnsiiurezersetzung 


zu bewirken. 
Versuch 7. 


Reine Radiumemanation, die im Gleichgewicht mit 30 mg 
Radium stand, war in einem Glaskiigelchen von einer solchen 
Wandstirke, dafi auch die a-Strahlen passieren konnten unter 
Quecksilber eingeschlossen. Das stark nach Ozon riechende, 
im Dunkeln schén leuchtende Kiigelchen wurde in eine Flasche 
von ca. 6 cm Durchmesser montiert, durch die mit Hilfe der 
Wasserstrahlpumpe ein dauernder Luftstrom gesaugt wurde. 
Dieser wurde dann weiter durch eine gesattigte LoOsung von 
Mononatriumurat geleitet. 

Am 9. VII. bei Beginn des Versuches waren in 50 g Lé- 
sung 40,5 mg Harnsiure enthalten. Am 10. VII. ergab die 
Harnsdiurebestimmung durch Fallung mit HCl 41,2 mg Harn- 
sdure in 50 g Lésung. Infolge des Durchsaugens der Luft war 
die Lésung offenbar konzentriert geworden, trotzdem war aber 
kein Bodenkérper ausgefallen. Von da ab wurde eine Flasche 
mit Wasser vorgeschaltet, um die Wasserverdunstung in der 
Losung zu verhindern. 

Die Harnsiurebestimmungen ergaben in 50 g Losung am 
16. VII. 40,8 mg, am 22. VII. 39,7 mg. 
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Versuch 13. 


Durch eine Suspension von Mononatriumurat (Priparat 2) 
wurde mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe dauernd Luft gesaugt, 
die tiber Radiumecarbonat geleitet war. Das aus den Mutter- 
laugen von Radiumchlorid durch Fallen mit Ammoncarbonat 
und Waschen durch Dekantation von Herrn Prof. Hénig- 
schmid im Radium-Institute dargestellte Radiumcarbonat be- 
fand sich in einer Quarzschale unter einer doppelt tubulierten 
Glasglocke. Durch den oberen Tubus war ein Glasrohr bis 
nahe an die Oberflache des trockenen Radiumcarbonates ge- 
leitet, der untere Tubus trug einen Hahnschliff, der Glas an 
Glas mittels Schlauches an das langere Rohr des Kolbens ge- 
schaltet war. Das Radiumpraparat entsprach 96,35 mg Ra(Cl, 
und roch ungemein stark nach Qzon. 

Die Menge des beim Luftdurchleiten verdunstenden Was- 
sers wurde vor den Probeentnahmen durch Wigung auf einer 
analytischen Wage bestimmt und durch destilliertes Wasser 
ersetzt. 

Beginn der Durchleitung am 24. IX. 

Gewicht des Kolbens samt Inhalt 684,5 g. 

28. IX. Gewicht des Kolbens 677,9 g. Die fehlenden 
6,6 g Wasser werden erginzt und eine Probe fiir die Bestim- 
mungen entnommen. Hierauf wird die Durchleitung fortgesetzt. 
Gewicht des Kolbens nach der Entnahme 577 g. 

A. HCl-Fallung ergibt 28,5 mg Harnsiure in 40 g des klaren 

Filtrats, 

Bb. Kjeldahl-Bestimmung ergibt 28,7 mg Harnsaure in 40 g 
des klaren Filtrats, 

C. Aktivitaét 0,0036 statische Einheiten pro Kubikzentimeter 
der Suspension. 

Temperatur 21°. 


7. X. Gewicht des Kolbens 574,2 g. Die fehlenden 3 g 
Wasser ersetzt. Probe entnommen, Durchleitung fortgesetzt. 
Gewicht des Kolbens nach der Entnahme 454,05 g. 

A. HCl-Fallung ergibt 26,0 mg Harnsiure in 40 g des klaren 

Filtrats, 
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B. Kjeldahl-Bestimmung ergibt 26,2 mg Harnsiure in 40 g 
des klaren Filtrats, 
C. Aktivitaét 0,01 statische Einheiten pro Kubikzentimeter 
der Suspension. 
Temperatur 19°. 
13. X. Gewicht des Kolbens 448,85 g. Die fehlenden 5,2 g 
Wasser ersetzt. 
A. HCI-Fallung ergibt 28,2 mg Harnsdure in 40 g des klaren 
Filtrats, 
B. Kjeldahl-Bestimmung ergibt 30,3 mg Harnsaure in 40 g 
des klaren Filtrats, 
C. Aktivitaét 0,004 statische Einheiten pro Kubikzentimeter 
der Suspension. 
Temperatur 22°. 
Innerhalb 15 Tagen fand also gar keine Zersetzung statt. 
Trotz der bedeutenden Menge von Radiumcarbonat war 
die Radioaktivitat der Natriumuratsuspension bei dieser Versuchs- 
anordnung sehr gering. Eine Radiogenkerze, die wohl kaum 
den 100. Teil dieser Radiummenge enthalt, kann also den Urat- 
losungen nur eine ganz zu vernachlassigende Aktivitat erteilt 
haben. 
Im Anhange teilen wir zwei Versuche mit, welche die 
Einfliisse des Sonnenlichts auf Uratlésungen bei Anwesenheit 
von Eosin betreffen. 


Versuch 8. (Fig. 3.) 


500 g Mononatriumuratlésung (von Praéparat 2) wurden 
mit 5 mg Eosin versetzt und zu gleichen Teilen in schmale, 
verschlossene Zylinder verteilt. 

A wurde in der Dunkelkammer aufbewahrt, 
B  »  wiahrend des ganzen Tages dem direkten Sonnen- 
lichte ausgesetzt. 


Es waren in 50 g Lésung enthalten: 


27. VII. 39,9 mg Harnséure zu Beginn des Versuches 
30. VII. in A 36,6 mg Harnsaure 
» B 28,0 » 
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3. VIII. in A 35,1 mg Harnséure 


» B182 >» 

7, Vill. -»-A 821 >» 
+B 60 > ; 

13. VII. » A 163 > ; 
» B 0,0 » , 


Es war also im Laufe von 21/2 Wochen die Harnsaure 
durch das Sonnenlicht bei Gegenwart von Eosin vollstandig 
zerstOrt worden. Jedoch auch in der Kontrolle im Dunkeln 
hatte in der gleichen Zeit eine Zersetzung von mehr als 50°/o 
durch das Eosin stattgefunden. Die Harnséureoxydation ist 
ganz erheblich, verliuft aber, wie ein Vergleich mit den Ver- 
suchen von Straub(?°) lehrt, um vieles langsamer als die JK- 
Oxydation unter den gleichen Bedingungen. 


Versuch 9. (Fig. 3.) 


























Zwei schmale verschlossene, mit Uratlésung (von Préa- 
parat 2) gefiillte Zylinder wurden 
A dem direkten Sonnenlicht dauernd ausgesetzt, 
B in der Dunkelkammer aufbewahrt. 


Es waren in 50 g Loésung enthalten: 
13. VIII. 45,0 mg (HCI-Fallung) Harnséure, zu Beginn des 
Versuches, 
47,1 » (Kjeldahl-Best.) » 

16. VIII. in A 43,9 mg Harnsaure 
» B 45,0 » » 
19. VII]. » A 39,5 » » 
» B 42,7 » - 
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25. Vill. in A 31,7 mg Harnsiure 
» B 37,5 » 
30. VIII. » A 27,6 » , 
» B 34,9 » > 
Das direkte Sonnenlicht hat also ebenfalls, allerdings in 
geringerem Grade, die spontane Zersetzung von Na-Urat be- 
schleunigt. 


Zusammenfassung. 


Die mitgeteilten Versuche haben itibereinstimmend gezeigt, 
daB selbst grofe Emanationsmengen wie 0,4 statische Ein- 
heiten pro 1 mg Salz weder eine Zersetzung, noch eine 
Loslichkeitszunahme von Mononatriumurat verursachen, dai 
natiirlich das Ra D ohne jede Wirkung ist, und daf schlieflich 
auch die durch Ra-Praparate in der Luft entstehenden Ozon- 
mengen nicht hinreichen, um eine merkbare Zersetzung der 
sonst leicht der Ozonoxydation erliegenden Harnsiure hervor- 
zubringen. 

Durch welche Umstinde die gegenteiligen Resultate von 
Gudzent bedingt worden waren, konnten wir nicht feststellen, 
trotzdem wir die Versuche nach allen Seiten variiert haben. 
Eine genaue Nachahmung der Gudzentschen Methode war 
jedoch nicht moglich, da wir eine Radiogenkerze zu unseren 
Versuchen nicht bekommen konnten. 

Wie aus dem 2. Versuche hervorgeht, findet bei unreinen 
alkalisch reagierenden Praparaten (Kahlbaum) eine Zersetzung 
leicht statt. Aber auch bei unseren reinen Priparaten fanden 
wir in Kontrollen ohne Emanation bei linger dauernden Ver- 
suchen ab und zu eine geringe Zersetzung. Diese kann vielleicht 
dem Alkali, das vom Glase abgegeben worden ist, zugeschrieben 
werden. Es wire immerhin mdglich, daf die Resultate von 
Gudzent teilweise dadurch zustande gekommen sind. 

Wenn nun auch eine direkte Wirkung von Emanation 
auf Mononatriumurat nicht besteht, so ware immerhin die Még- 
lichkeit der Aktivierung einer nur spurenweise in den mensch- 
lichen Organen vorhandenen Harnséureoxydase zur Erkliérung 
der giinstigen Wirkung von Emanation bei Gicht vorhanden, 
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und gerade infolge der vollstandigen Unwirksamkeit der Ema- 
nation auf Uratlésungen ist die Priifung dieser Méglichkeit an 
iiberlebenden menschlichen Organen leicht auszufiihren. Uber 
das Ergebnis derartiger Versuche soll spater berichtet werden. 
Es scheint uns aber eine solche Wirkung der Emanation un- 
wahrscheinlich, da im Stoffwechselversuche beim Menschen fast 
in allen Fiillen eine Steigerung!) der Harnsdureausscheidung 
unter dem Einflu8 der Radiumemanation gefunden wurde. Es 
bleibt dann zur Erklérung der heilenden Wirkung der Radium- 
emanation bei Gicht die mit dem objektiven Befunde am Menschen 
iibereinstimmende Annahme iibrig, daB die Ausscheidung der 
Harnsiure durch die Niere unter dem Einflu{8 der Emanation 
erleichtert wird. Ob dies eine direkte Wirkung auf den Sekretions- 
vorgang der Harnsiiure ist (wahrscheinlich weil die Wirkung 
beim Gesunden auch auftritt) nach Analogie mit der gegen- 
wirtig so gedeuteten Wirkung von Atophan und Salicylséure, 
oder ob die von His und seinen Schiilern behauptete ent- 
zundungshemmende Wirkung der Emanation bei Gich- 
tikern indirekt eine Erleichterung der Harnsdureausscheidung 
zur Folge hat, das zu entscheiden, werden wohl ad hoc an- 
gestellte Versuche imstande sein. 


Oktober 1911. 
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Zur Kenntnis der methylierten Guanidine.') 
Von 


Martin Schenck. 


(Aus dem pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitat Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Marz 1912.) 


Von den Abkémmlingen des Guanidins beanspruchen neben 
Kreatin, Kreatinin, Arginin, Agmatin auch die einfachen Methyl- 
derivate die Aufmerksamkeit des Biologen, seitdem es gelungen 
ist, zwei zu dieser Reihe gehorige Verbindungen: das Mono- 


methylguanidin, 


NH - CH, 
HN = CZ ‘ 
N\NH, 
und das asymmetrische Dimethylguanidin, 
N(CH,), 
HN = cg - 
NH, 


in tierischen Materialien, in Fleischextrakt und Harn, nach- 
zuweisen. 

Was die Herkunft dieser methylierten Guanidine anbetrifft, 
so lafbt sich zurzeit Sicheres dariiber nicht sagen. Es liegt 
nahe, an das Kreatin (Kreatinin) zu denken. Das Kreatin 
(Kreatinin) liefert ja bekanntlich bei der Oxydation mit Perman- 
ganat oder anderen Oxydationsmitteln Methylguanidin. Ein 
iihnlicher ProzeB k6nnte sich auch im Tierkérper abspielen. 
Allerdings hat Achelis?) nach Einfiihrung von Kreatinin bei 
Mensch und Hund eine Steigerung der Methylguanidinaus- 
scheidung nicht beobachten kénnen; er hilt deshalb auch das 
Methylguanidin eher fiir eine Vorstufe des Muskelkreatins. °) 
Indessen wiire es doch denkbar, dafi das kiinstlich eingefiihrte 


') Von der Medizinischen Fakultét zu Marburg als Habilitations- 


schrift angenommen, Februar 1912. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 10 ff. 
‘) Vgl. dagegen: Dorner, Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 266 ff. 
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Kreatinin nicht an den Ort im Organismus gelangt, wo normaler- 
weise die Oxydation des im KOrper selbst gebildeten Kreatinins 
zu Methylguanidin stattfindet. 

Das asymmetrische Dimethylguanidin kénnte man sich 
durch eine fermentative CO,-Abspaltung aus dem Kreatin ent- 
standen denken, wenn man es nicht vorziehen will, auch dieses 
zweifach methylierte Guanidin als eine Vorstufe des Kreatins 
aufzufassen. 

Von anderen Stoffen, die als Muttersubstanzen fiir die 
methylierten Guanidine in Frage kamen, ist besonders noch 
das Vitiatin zu nennen, eine Base, die von Kutscher?) in Fleisch- 
extrakt und Harn aufgefunden wurde. Kutscher schreibt dieser 
Verbindung die folgende Konstitution, die allerdings durch weitere 
Versuche sicher zu stellen ware, zu: 

NH, —C —N—CH, —CH, —NH—C—NH, 
NH cH, NH 
und hilt diese Base fiir die gemeinsame Muttersubstanz von Gua- 
nidin, Methylguanidin, Dimethylguanidin, Kreatin und Kreatinin. 

Natiirlich konnten methylierte Guanidine auch aus anderen, 
bisher noch unbekannten Stoffen im Tierkérper entstehen. Es 
sei hier nur daran erinnert, daB das kiinstlich dargestellte 1,7-Di- 
methylguanin bei der Oxydation mit Natriumchlorat Methyl- 
guanidin liefert.?) 

Ferner sei hier auf eine andere Modglichkeit der Ent- 
stehung von methylierten Guanidinen hingewiesen. Nachdem 
His’) zuerst beobachtet hat, daf in den Hundekorper ein- 
gefiihrtes Pyridin im Harn als Methylpyridylammoniumhydroxyd 
wiedererscheint, also im Organismus eine Methylierung erfahren 
hat, nachdem weiter Jaffé*) und Dorner®) den Ubergang von 
Glykocyamin in Methylglykocyamin (Kreatin) bei Kaninchen 
nachgewiesen haben, ist es namentlich durch Arbeiten von 


schrift, Bd. 51, S. 462. 
*) Emil Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 30, S. 2414. 
3) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 22, S. 253 (1887). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 430 ff. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 226 ff. 
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Kutscher und seinen Schiilern wahrscheinlich geworden, da8 
den Methylierungsprozessen, die ja in der Pflanze weit ver- 
breitet vorkommen, auch im Tierkorper vielleicht eine gréBere 
Bedeutung zukommt, als man dies bisher angenommen hat. 
So konnte Takeda!) im Kutscherschen Laboratorium in dem 
Harn von mit Phosphor vergifteten Hunden eine Base nach- 
weisen, die als y-Trimethylaminobutterséure anzusprechen war 
und als identisch mit einem von Brieger?) aus faulem Pferde- 
fleisch isolierten «Ptomain» sich erwies. Dasselbe Betain er- 
hielten Engeland und Kutscher*) bei der erschépfenden 
Methylierung der y-Aminobuttersaure, die ihrerseits von Acker- 
mann‘) bei der Faulnis von Glutaminsiéure, dem _ bekannten 
Eiweifspaltungsprodukt, gewonnen worden war. Da nun das 
Auftreten des Guanidins im tierischen Stoffwechsel durchaus 
wahrscheinlich ist — Kutscher und Otori®) fanden das Gua- 
nidin unter den bei der Selbstverdauung des Pankreas ent- 
stehenden Kérpern —, so ist auch die Méglichkeit einer 
Methylierung dieser Base im Organismus nicht von der Hand 
zu weisen. Pommerrenig®) hat zwar gefunden, daf bei Ka- 
ninchen, Hunden und Hihnern eingefiihrtes Guanidin mehr oder 
weniger vollstandig als solches im Harn wiedererscheint, doch 
kdénnte auch hier sich das kiinstlich eingefiihrte Guanidin anders 
verhalten wie das im Organismus intermediir entstandene. Auch 
durch Digerieren mit Organbrei bei 40° konnte Pommer- 
renig®) eine Veranderung von zugesetztem Guanidin nicht nach- 
weisen, indessen wiirden auch diese Versuche nicht gegen die 
Moglichkeit einer Methylierung dieser Base im Organismus 
sprechen, da hier die Bedingungen andere sein kénnen wie dort. 

Welcher Art nun auch die Entstehung von Methyl- und 
Dimethylguanidin im Tierkérper sein mag, es erscheint nicht 
ausgeschlossen, daf} vielleicht auch noch das eine oder andere 


') Diss. Marburg, 1909—1910, und Pfliigers Archiv, Bd. 133, S. 365. 
*) Die Ptomaine, III, S. 27, Berlin 1886. 

’) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 282. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 273. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 93. 

®) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 1, 5. 561. 
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der ibrigen methylierten Guanidine in tierischen Untersuchungs- 
materialien wird aufgefunden werden. Aus diesem Grunde hielt 
ich es fiir wiinschenswert, im Anschlu8 an friihere Unter- 
suchungen ') die Kenntnis der methylierten Guanidine, die bisher 
noch ziemlich liickenhaft war, nach Moglichkeit zu vervoll- 
stindigen. Kennt man erst einmal die Eigenschaften einer be- 
stimmten Verbindung, so wird sich dieselbe ja auch leichter 
in Untersuchungsobjekten nachweisen lassen. Von besonderem 
Interesse mufte es auch sein, die beiden bisher noch nicht 
bekannten Isomeren der nattirlich vorkommenden methylierten 
Basen, das 3-Methylguanidin und das 1,3-Dimethylguanidin, dar- 
zustellen (iiber die Nomenklatur vgl. weiter unten). Bei den 
im folgenden mitgeteilten Versuchen habe ich mich auf die 
Darstellung der Methylderivate des Guanidins beschrankt, da 
von allen Alkylgruppen die Methylgruppe diejenige ist, die bei 
weitem am hiaufigsten in nattirlich vorkommenden Verbindungen 
angetroffen wird; andere Alkylderivate werden sich nach den 
beschriebenen Methoden jedenfalls ohne Schwierigkeit in ana- 
loger Weise darstellen lassen. Was die Nomenklatur anbetrifft, 
so schliefBe ich mich dem Vorschlage von Wheeler und 


Jamieson?) an, die fiir die Guanidinderivate die Bezeichnungen: 


UNH 
3) 
nr ll 
NNH, 
(2) 
empfehlen, fiir die Alkylpseudothioharnstoffe verwenden sie die 


entsprechende Numerierung: 


(2) 
Ersetzt man die 5 Wasserstoffatome des Guanidins der 
Reihe nach durch Methylgruppen, so erhalt man im ganzen 





') Diss. Marburg, 1907, und Arch. d. Pharm., Bd. 247, S. 466; Bd. 247, 
S. 490; Bd. 248, S. 376; Bd. 248, S. 390 (Schwantke). Vgl. auch die vor- 
laufige Mitteilung eines Teiles der in dieser Arbeit beschriebenen Versuche: 
Arch. d. Pharm., Bd. 249, S. 463. 

2) Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, S. 111; Chem. Zentralbl., 1908, L., 
S. 1467 u. 1468. 
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11 methylierte Guanidine, deren Formelbilder in der folgenden 
Tabelle wiedergegeben sind: 


/NH- CH, NH, 
: awe? ; Il. CH, -N = Ci 
NNH, ° \NH, 
N(CH,), NH - CH, 
Wl. HN=C%  ; IV. HN =C¢ . 
NNH, NH - CH, 
NH - CH, N(CH,). 
V. CH, -N =CZ% , VL. HN=C% 
\NH, \NH - CH, 
N(CH,), NH- CH. 
VII. CH, -N ee ; VIII. CH, -N=CC *. 
NH, NH - CH, 
N(CH,), N(CH,), 
aa 2 ae tana” 
\N(CH,), NNH- CH, 
N(CH,), 
XI. CH,-N = CC wae 
N(CH,), 


Nicht beriicksichtigt sind in dieser Zusammenstellung solche 
Guanidinderivate, in denen ein oder mehrere Stickstoffatome 
quartiren Charakter haben, also mit 4 Valenzen an Kohlen- 
stoffatome, mit der fiinften an eine Hydroxyl- oder Saéuregruppe 
gebunden sind. So weit ich sehe, ist tiber derartige Verbin- 
dungen zurzeit noch nichts bekannt. Ebenfalls aufer acht ge- 
lassen ist eine besondere, theoretisch mégliche Art der Isomerie, 
die, bei verschieden starker Belastung der beiden Amidogruppen, 
auf einer verschiedenen riéumlichen Gruppierung der Valenzen 
des doppelt gebundenen Stickstoffatoms beruht, entsprechend 
der Syn- und Anti-Isomerie beim Benzaldoxim: 


\’- HN — C— NH - R” R’‘- HN —C— NH: R” 
| und | 
N—H H—N 


Solche Isomerien sind bisher bei Guanidinabkémmlingen 
mit Sicherheit noch nicht beobachtet worden. (Vgl. indessen: 
v. Cordier, Chem. Zentralbl., 1906, I., S. 340 und Monatsh. 
f. Chemie, Bd. 27, 1906, 5. 697, sowie Gulewitsch, Diese 
Zeitschrift, Bd. 47, S. 474: Bemerkung tiber das Pikrat des 
Methylguanidins). 

Die in der vorstehenden Tabelle aufgefiihrten methylierten 
Guanidine mégen nun der Reihe nach eine Besprechung finden, 
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wobei jedesmal meinen eigenen Untersuchungen eine kurze Auf- 
zihlung der Literaturangaben vorausgeschickt sein mége. Be- 
ziiglich der Methodik sei noch bemerkt, dai ich mich zur 
Isolierung der methylierten Guanidinbasen fast ausschlieBlich 
der Golddoppelsalze bediente. Es geschah dies einmal aus dem 
Grunde, weil alle hier in Betracht kommenden Goldsalze in 
Wasser mehr oder weniger schwerl6éslich sind, sodann auch 
deshalb, weil man nach bequemer Ausfiihrung einer Goldbe- 
stimmung durch Ausfiillen des Goldes mit Schwefelwasserstoff 
und Gliihen des Schwefelgoldniederschlages das Filtrat vom 
Schwefelgold nach dem Einengen zur Darstellung weiterer, 
charakteristischer Salze, wie Platinate, Pikrate usw. verwenden 
kann. 


I. 1-Methylguanidin, HN -— c/ 


Diese Base ist in verschiedenen Untersuchungsmaterialien 
aufgefunden worden: in gefaultem Pferdefleisch, in Kulturen 
von Kommabazillen auf Rindfleisch, in Organen von an Septi- 
caemie zugrunde gegangenen Kaninchen, im Fleischextrakt, im 
Harn von Mensch, Pferd und Hund (Brieger, Hoffa, Kutscher, 
Giulewitsch, Lohmann, Achelis!)). Kiinstlich dargestellt 
wurde das 1-Methylguanidin: durch Kochen einer Kreatinlésung 
mit Quecksilberoxyd oder mit Bleisuperoxyd und verdinnter 
Schwefelsiure («Methyluramin»), durch Oxydation von Kreatinin 
mit Kaliumpermanganat, aus Cyanamid und Methylamin, aus 
Methyleyanamid und Chlorammonium, durch Oxydation von 
1,7-Dimethylguanin mit Natriumchlorat und Salzsiure (Des- 
saignes, Neubauer, Erlenmeyer, Tawildarow, E. 
Fischer!)), 


') Literaturangaben s. Arch. d. Pharm., Bd. 247, S. 466 ff. Vgl. ferner 
Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 412—418. — Engeland, Diese 
Zeitschrift, Bd. 57, S. 49, und Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. Genufm., 
1908, Il, S. 663. — Skworzow, Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 37. — In 
jiingster Zeit ist im Kutscherschen Laboratorium durch Kohlrausch 
Methylguanidin im Harn letal verbrannter Tiere in griferer Menge auf- 
gefnnden worden, als es normalerweise im Harn vorkommt: Heyde, 
Zentralbl. f. Physiologie, Bd. 25, S. 441—444. 
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Ferner wurde diese Verbindung von mir erhalten: beim 
Methylieren von freiem Guanidin mit Jodmethyl, beim Be- 
handeln von Guanidinsilber mit Jodmethyl und bei der Oxy- 
dation des von Korndorfer beschriebenen Methylglykocyami- 
dins mit Kaliumpermanganat.!) Wheeler und Jamieson?) 
gewannen 1-Methylguanidin durch Einwirkung von Methylamin 
auf das Bromiathylat des Thioharnstoffs, sowie von Ammoniak 
auf das Bromithylat des Methylthioharnstoffs. Endlich ist neuer- 
dings 1-Methylguanidin von E. Schmidt beim Entschwefeln von 
Schwefelharnstoff mit Quecksilberoxyd bei Gegenwart von iiber- 
schiissigem Methylamin und von mir beim Erhitzen von Methyl- 
imidodithiokohlenséureester mit alkoholischem Ammoniak be- 
reitet worden (s. unten unter 3-Methylguanidin). 

Gelegentlich anderer Untersuchungen habe ich nach der 
Methode von Wheeler und Jamieson auch das 1-Methyl- 
guanidin dargestellt. Da das Ausgangsmaterial, die Versuchs- 
bedingungen und die Isolierung des Reaktionsproduktes andere 
waren wie bei Wheeler und Jamieson (I. c.), sei dieser 
Versuch hier mitgeteilt. 

Thioharnstoffjodmethylat (nach bekannter Methode?) be- 
reitet) wurde mit einem Uberschuf8 von 33°/oiger absolut- 
alkoholischer Methylaminlésung mehrere Stunden im zuge- 
schmolzenen Rohr auf Dampfbadtemperatur erhitzt. Das Reak- 
tionsprodukt wurde zur Entfernung von Methylmerkaptan und 
iiberschtissigem Methylamin stark eingeengt, der Riickstand mit 
Wasser aufgenommen und durch feuchtes Chlorsilber vom Jod 
befreit. Das Filtrat vom Jod- und Chlorsilber lieferte, nach 
starkem Konzentrieren, mit Goldchloridlésung ein Goldsalz, das 
nach 2- bis 3maligem Umkrystallisieren den Schmelzpunkt 200° 
zeigte, entsprechend den friiher fiir Methylguanidinaurat stets 
gemachten Beobachtungen: 198—200°. 

0,2400 g Substanz (bei 100° getrocknet): 0,1144 g Au; 
gef.: 47,67°/o Au; ber. fiir C,H,N, - HAuCl,: 47,73°/o Au. 


1) Arch, d. Pharm., Bd. 247, S. 466 ff. und Bd. 248, S. 386 ff. 
*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, S. 111—117. 
5) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 11, S. 493. 
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Aus dem Filtrat vom Schwefelgold wurde nach dem Ein- 
dampfen ein Platinsalz erhalten, das bei 190—192° schmolz 
(friiher fiir Methylguanidinplatinat beobachtet: 194—195°). 

Es sei hier eine Bemerkung tber die Halogenalkyl- 
additionsprodukte der Thioharnstoffe und die zwischen diesen 
Produkten und Ammoniak bezw. Aminbasen sich abspielenden 
Reaktionen eingeschaltet. Wheeler und Jamieson (lI. ¢.) 
ziehen nimlich aus der Tatsache, dai bei Einwirkung von 
Methylamin auf das Bromathylat des Thioharnstoffs, sowie von 
Ammoniak auf das Bromiithylat des Methylthioharnstoffs ein 
und dasselbe 1-Methylguanidin entsteht, den Schlub, dab ein 
isomeres (3-)Methylguanidin nicht existiert, ebenso wie gewisse 
Amidine nur in der einen von den beiden Formen: RC(: NX) - NHY 
und RC (.NHX): NY moglich sein sollen. *) 

Wheeler undJamieson formulieren die beiden genannten 
‘eaktionen durch die folgenden Gleichungen : 


NH, NH, 
| 


| | 
CH,NH, + C,H,S -— GC — Br = CH,NH — C — Br +. C,H,SH 


| | 
NH, NH, 


und: 


CH,NH CH,NH 
| 


} 


NH, + C,H,S —  — Br = HN — ( — Br -+ C,H,SH. 
Ni, NI, 

Abgesehen davon, daf} die in diesen Gleichungen ange- 
nommene Konstitution der Guanidinsalze nicht sehr wahrschein- 
lich ist nach allgemeiner Annahme ist doch der Halogen- 
wasserstoff in den letzteren an eins der drei Stickstoffatome, 
das dabei fiinfwertig wird, gebunden —, sind auch die fiir die 
Halogenalkyladditionsprodukte der Thioharnstoffe gebrauchten 
Formeln nicht die allein méglichen. Fiir diese Additionspro- 
dukte findet man in der Literatur auferdem noch die folgenden 
Formulierungen : 


*) Americ. Chem. Journ., Bd. 31, S. 577. Zitiert nach Chem. Zentral- 
blatt, 1904, II, S. 108. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 23 
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A. ya, 


| NH | 
W 
S=f und | C,H,S —C” | 


Br/ NNH, | NNH, HBr, 


von denen die letztere aussagen wiirde, dai der Halogenwasser- 
stoff an eins der beiden Stickstoffatome salzartig gebunden ist. 
Eine Entscheidung fiir die eine oder andere der 3 Formeln 
hat sich bisher nicht treffen lassen. Meines Erachtens hat die 
dritte Formel am meisten Wahrscheinlichkeit fiir sich; man 
kann annehmen, dai die Thioharnstoffe in der Iso-Form mit 
Halogenalkyl reagieren, wobei Halogenwasserstoff gebildet wird, 
der dann an eins der beiden Stickstoffatome tritt, nach der 


Gleichung: 


NH, | NH, 
Wat +e | ae 
SH | S-C,H, HBr. 


Wie dem nun auch sei, jedenfalls entstehen beim Be- 
handeln der Lésung der Additionsprodukte mit Lauge freie 
Alkylpseudothioharnstoffe, denen nach den analytischen Daten, 
soweit diese bisher vorliegen, die Konstitution: 


NH, 


| 
HN =C 


| 
SR 
zugeschrieben werden mu. Nur fiir die bis jetzt noch nicht 


untersuchten freien Basen aus den Halogenalkyladditionspro- 
dukten der Tetraalkylthioharnstoffe wire eine hydroxylhaltige 


Formel, z. B. 


CH,. N(CH,), 
‘S = cf 
HO7 ‘N(CHs), 


anzunehmen (s. unten: IX. 1,1,2,2-Tetramethylguanidin). Es 
ist also auch durchaus wahrscheinlich, dab beim Zusammen- 
bringen der Halogenalkyladditionsprodukte der Thioharnstoffe 
mit Ammoniak und Aminbasen zunachst Halogenwasserstoff ge- 
bunden wird und freier Alkylpseudothioharnstoff entsteht, der 
dann weiter mit dem Ammoniak oder Amin in Reaktion tritt. 
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Die beiden obigen von Wheeler und Jamieson aufgestellten 
Gleichungen wiirden danach folgende Fassung erhalten: 


NH NI 
CH,NH, -- C,H,S — ( -CHNH— Co -L CH,SH 
NH, NII, 
NH NH 
und NH, + C,H,S — ( =: NH, — ( 4. C,H,SH. 
NHCH, NHCH, 


Nach der zweiten Gleichung ist also das Auftreten eines 
isomeren Methylguanidins nicht zu erwarten; das ware nur 
dann der Fall, wenn man fiir die freie Base aus dem Brom- 
iithylat des Methylthioharnstoffs die theoretisch ebenfalls még- 
liche, aber m. E. weniger wahrscheinliche Formel 


NCH, 
C,H,S— ( 

NH, 
annehmen wollte. Jedenfalls sprechen die von Wheeler und 
Jamieson angestellten Versuche nicht mit Eindeutigkeit fiir 
die Nichtexistenz von solchen Guanidinderivaten, die neben einer 
Amidogruppe eine doppelt gebundene Alkylimidogruppe ent- 
halten. Ich glaube, weiter unten Material beigebracht zu haben, 
das mit grdferer Sicherheit die Annahme dieser Nichtexistenz 
gestattet (vgl. die Abschnitte II, V und VII). 


II. Versuche zur Darstellung von 3-Methylguanidin. 


NH, 
CHN = cf 


"ices 

\NH,. 
Das 3-Methylguanidin ist bisher noch nicht erhalten 
worden. Bereits in meiner auf Veranlassung von Herrn Ge- 


heimrat Ernst Schmidt angefertigten Dissertation!) habe ich 
diese Base darzustellen versucht, indem ich dabei von dem 


1) Diss. Marburg 1907 und Arch. d. Pharm., Bd. 248, 5. 382 ff. 
23+ 
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von Korndorfer!) beschriebenen Methylglykocyamidin ausging. 
Korndorfer hatte namlich beim Methylieren von Glykocy- 
amidin ein isomeres Kreatinin erhalten, das bei der Baryt- 
spaltung Ammoniak, Methylamin, Glykokoll und Hydantoinsiéure 
lieferte und deshalb als }-Methylglykocyamidin 


NH — CH, 
CH,N : C | 
\NH — CO 


angesprochen wurde. Wie nun bei der Oxydation von Krea- 
tinin 1-Methylguanidin entsteht, so konnte bei dem gleichen 
Prozefh aus dem Korndérferschen Isomeren die Bildung von 
$-Methylguanidin erwartet werden. bei zwei Oxydationsver- 
suchen erhielt ich indessen nicht 3-Methylguanidin, sondern 
das gewohnliche 1-Methylguanidin, das in Gestalt seiner Gold- 
und Platinsalze durch Gold- und Platinbestimmungen, durch die 
Schmelzpunkte dieser Salze und auBberdem noch durch krystallo- 
graphische Messungen®?) identifiziert wurde. Ich nahm deshalb 
an, dafi der Korndérferschen Verbindung die Struktur eines 
¢-Methylglykocyamidins 

/ N(CH) — CO 

HN = Co 

‘NH CH, 
zuzuerteilen sei, zumal da die Barytspaltungsprodukte Am- 
moniak, Methylamin, Glykokoll und Hydantoinséure auch mit 
dieser Formel in Einklang gebracht werden konnen. Die Hydan- 
toinsiiure wiirde unter Annahme eines intermediiiren Produktes, 
das sich alsbald in diese Saéure umlagert, entstanden gedacht 


werden konnen: 


F es CH, | / Mu — CH, | 
HN me + 2H,0 =| HN =C | | -- NH,CH,; 
N(CH,) — CO | NOH COOH | 
+-Methylglykocyamidin 
| /NH — CH, | NH — CH, 
| BN == CC | | > 0:C | 
SOH COOH | “SNH, COOH. 
Hydantoinsdure. 


') Arch. d. Pharm., Bd. 242, S. 634 ff. 
2) A. Schwantke, Arch. d. Pharm., Bd. 248, 5. 390. 











Zur Kenntnis der methylierten Guanidine. 339 





Nach dem Ergebnis eines weiter unten mitzuteilenden 
Versuches muf es indessen doch fraglich bleiben, ob nicht bei 
der Oxydation eine Umlagerung des zuniichst entstandenen 
3-Methylguanidins in 1-Methylguanidin stattgefunden hat und 
demnach die von Korndoérfer angenommene Formel zu Recht 
besteht. 

Herr Geheimrat Schmidt hat dann spiiter nach einer 
anderen Methode das 3-Methylguanidin zu gewinnen versucht, 
nimlich durch Entschwefelung von Thioharnstoff mittels Queck- 
silberoxyds bei Gegenwart von iiberschiissigem Methylamin, und 
mir das betreffende Untersuchungsmaterial zur Verfiigung ge- 
stellt. Es war bei diesem Versuch die Moéglichkeit gegeben. 
daB sich die folgende Reaktion in gewissem Umfang vollziehen 
konnte: 


JM UNH, 
S=C --_ H,N-CH, -+- HgO = CH,N: C’ +- HgS +- H,0. 
‘NH, Nil, 


Schwefelharnstoff wurde deshalb in alkoholischer, einen Uber- 
schuf von Methylamin enthaltender Lésung mit frisch gefiilltem 
Quecksilberoxyd bei gelinder Warme so lange behandelt, bis 
eine klare Probe der iiber dem Schwefelquecksilber stehenden 
Fliissigkeit mit ammoniakalischer Silberl6sung weder mehr eine 
schwarze (Schwefelharnstoff), noch eine gelbe (Cyanamid) Fiillung 
gab, der Niederschlag vielmehr rein weil aussah. Die Losung 
wurde dann vom Schwefelquecksilber abfiltriert, letzteres mit 
heibem Alkohol gut ausgewaschen, Filtrat nebst Wascehtfliissig- 
keit zur Verjagung des Alkohols und tiberschiissigen Methyl- 
amins bis zum Sirup eingedunstet. Nach dem Ansiiuern mit 
Salzsaure und Zusatz von Platinchlorid wurden reichliche Mengen 
von 1-Methylguanidinchloroplatinat erhalten, daneben aber noch 
wus den weiteren Mutterlaugen Dicyandiamidinplatinchlorid, das 
als solches durch Analyse identifiziert wurde und nach Uber- 
fiihrung in das Goldsalz Dicyandiamidinaurat lieferte, das eben- 
falls zur Analyse kam. Die Reaktion war demnach in der 
Hauptsache so verlaufen, daB zuniichst Cyanamid sich gebildet 
hatte (wie an der gelben Silberfillung — vgl. oben — zu er- 
kennen war). Das intermediar entstandene Cyanamid hatte dann 
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Methylamin unter Bildung des 1-Methylguanidins angelagert, in 
geringem Umfang war es aber zu Dicyandiamid polymerisiert 
worden, das in der sauren Platinchloridlésung in Dicyandiamidin 
iibergegangen war. Beim weiteren Verdunsten der Platinlésung 
resultierte schlieflich ein Sirup, der keine Neigung zum Krystal- 
lisieren mehr zeigte. Er wurde deshalb nach Entfernen des Pt 
durch H,S in eine Goldl6sung verwandelt, aus welcher sich nun 
zunichst das Aurat des 1-Methylguanidins ausschied: auch 
aus den weiteren Mutterlaugen wurde diese Verbindung noch 
in erheblicher Menge erhalten. SchlieBlich resultierten aber 
nadelformige Krystalle, die in Wasser, Alkohol und Ather 
spielend leicht léslich waren, und nach dem Trocknen im Exsik- 
kator unscharf bei ca. 200° schmolzen. Eine Analyse dieser 
Krystalle ergab folgende Werte: Lufttrockene Substanz: 47,57 °/o, 
exsikkatortrocken: 48,49°%/o, bei 100° getrocknet: 49,40°/o Au. 
Fiir Methyiguanidinaurat berechnet sich 47,73°/o Au. Eine aus 
der Mutterlauge der analysierten Krystalle erhaltene Probe, die 
ebenfalls unscharf bei ca. 200° schmolz, lieferte noch héhere 
Goldwerte. Erwiihnt sei noch, dafi bei dem Versuch, das Gold- 
salz ins Platinsalz zu verwandeln, keine deutliche Krystal- 
lisation eines Platinates konstatiert werden konnte. Ob in dem 
leicht léslichen Goldsalz das 3-Methylguanidin wirklich vorlag, 
erscheint danach zweifelhaft; vielleicht handelte es sich nur um 
ein Gemenge von 1-Methylguanidinaurat (F.P. 200°) mit einem 
Goldsalz von héherem Goldgehalt (Methylaminaurat ?), 
CH.N - HAuCl, + H,0, 

das 53,14°/o Au verlangt (wasserfrei) und bei 216—218° 
schmilzt. 

Bei den weiteren Versuchen zur Darstellung des 3-Methyl- 
guanidins ging ich zunichst vom Methylimidokohlensaureester, 
CH,N — C(O - C,H;),, aus. Dieser Ester wurde durch vorsichtige 
Methylierung des Imidokohlensiiureesters, HN = C(O - C,H;),, 
gewonnen. Letztere Verbindung stellte ich nach dem Verfahren 
von Sandmeyer!) durch Einleiten von Chlor in eine wasserige 
Lésung von KCN, KOH und Alkohol und Reduktion des zuniachst ge- 
bildeten Chlorimidokohlensiureesters, CIN: C(O - C,H,),, mittels 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 19, S. 862—867. 
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Kaliumarsenitlésung dar. Bereits Sandmeyer (I. ¢.) hat be- 
obachtet, dafi der Imidokohlensiureester beim Erhitzen mit 
wiisserigem Ammoniak in Guanidin tibergeht, das als Carbonat 
identifiziert wurde. Ich habe diesen Versuch wiederholt und mich 
von der glatten Bildung von Guanidin tiberzeugen kénnen. Der 
Ester wurde zu diesem Zwecke mit wiisserigem oder alkoho- 
lischem Ammoniak im zugeschmolzenen Rohr bei Wasserbad- 
temperatur einige Stunden behandelt, das Reaktionsprodukt stark 
eingedunstet und aus dem Verdunstungsriickstand ein Goldsalz 
dargestellt, das nach ein- bis zweimaligem Umkrystallisieren 
rein vorlag: lange Nadeln vom F. P. 275—278°, wie er bereits 
friiher von mir fiir Guanidinaurat beobachtet wurde. 

0,2444 g Substanz: 0,1199 g Au. Gefunden 49,06 °/0, be- 
rechnet fiir CH,N, - HAuCl, 49,409/o Au. 

Bei der Einwirkung von Methylamin auf den Ester erhielt 
ich in ganz entsprechender Weise symmetrisches Dimethyl- 
guanidin (s. unter IV. 1,2-Dimethylguanidin). 

Die Reaktion zwischen Imidokohlensiiureester und Dime- 
thylamin verlauft dagegen abweichend, es entsteht in der Haupt- 
sache as-Dimethylharnstoff (s. unter IX. 1,1,2,2-Tetramethyl- 
guanidin). 

Zum Zwecke der Methylierung des Imidokohlensiéure- 
esters brachte ich zunachst den Ester mit den berechneten 
Mengen von Jodmethyl und methylalkoholischer Kalilauge zu- 
sammen und iiberliefi das Gemisch bei Zimmertemperatur 
mehrere Tage sich selbst. Es schied sich beim Stehen zwar 
Jodkalium aus, eine Methylierung des Esters war aber kaum in 
nennenswertem Grade erfolgt, denn eine Probe des Filtrates 
vom Jodkalium lieferte nach dem Ausithern, Trocknen des 
Atherauszuges tiber frisch gegliihter Pottasche, Verdunsten der 
trockenen Atherlésung und Behandeln des Riickstandes mit 
alkoholischem Ammoniak im zugeschmolzenen Rohr bei Dampf- 
badtemperatur im wesentlichen nur Guanidin, das wiederum 
als Goldsalz identifiziert wurde. Da die Anwendung hoherer 
Temperatur zur Methylierung des Esters wegen dessen immerhin 
leichter Zersetzlichkeit nicht ratsam erschien, fiihrte schlieblich 
das folgende Verfahren zum Ziel. 
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Imidokohlenséureester wurde mit iiberschiissiger, gesit- 
tigter, wasseriger Pottaschelosung und der berechneten Menge 
von Jodmethyl etwa 14 Tage lang bei gewOhnlicher Temperatur 
in verschlossenem Gefif unter haéufigem Umschiitteln stehen ge- 
lassen. Von dem ausgeschiedenen, anorganischen Salz wurde 
alsdann abfiltriert und das aus zwei Schichten bestehende Filtrat 
ausgeiithert. Der Atherauszug wurde iiber frisch gegliihter. 
kérniger Pottasche getrocknet, nach dem Trocknen der Ather 
bei gewoOhnlicher Temperatur verdunstet. Es hinterblieb ein 
mehr oder weniger briiunlich gefiirbtes Ol, in welchem das 
methylierte Produkt vorliegen mufte. Analysiert wurde das 
letztere nicht; daf aber in der Tat eine Methylierung des Imido- 
esters eingetreten war, ergab ein Versuch, bei welchem das O] 
mit Methylaminlésung behandelt wurde und wobei die Bildung 


von symmetrischem Trimethylguanidin nach der Gleichung: 
O- CH, NHCH, 
CH.N — 67 4. 9NH,CH, = CH.N = c% 


0+ C,H, NNHCH, 
konstatiert werden konnte (vgl. VIII. 1,2,3-Trimethylguanidin). 

Die Einwirkung von Dimethylamin auf den methylierten 
Ester verlief auch hier anders, als erwartet wurde (vgl. XI. Pen- 
tamethylguanidin). 

Ebenso wie nun Imidokohlensiureester mit Ammoniak 
Guanidin, mit Methylamin 1,2-Dimethylguanidin bildet, der me- 
thylierte Ester mit Methylamin 1,2,3-Trimethylguanidin liefert, 
konnte erwartet werden, dafi die Reaktion zwischen Methyl- 
imidoester und Ammoniak unter Auftreten von 3-Methylguanidin 
sich vollziehen wiirde. Es wurde daher der methylierte Ester 
mit alkoholischem Ammoniak im zugeschmolzenen Rohr mehrere 
Stunden teils auf Dampfbadtemperatur, teils auf 130—140° 
erhitzt. In beiden Fillen resultierte nach dem Eindunsten des 
Reaktionsproduktes ein Riickstand, der noch deutlich den Ge- 
ruch des Esters zeigte. Der Riickstand wurde mit Salzséure 
angesiiuert, die saure LOsung filtriert und mit Goldchlorid ver- 
setzt. Es schied sich zuniichst nichts aus, auch beim starken 
Einengen der Goldlésung auf dem Dampfbad erfolgte keine 
Ausscheidung: erst beim weiteren Verdunsten der stark kon- 
zentrierten L6sung im Exsikkator wurde ein in Nadeln krystal- 


+. 2C,H,OH 
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lisierendes, in Wasser sehr leicht lésliches Goldsalz erhalten, 
das nach dem Umkrystallisieren aus wenig Wasser und Trocknen 
im Exsikkator unscharf bei ca. 200° schmolz. Es zeigte in 
Schmelzpunkt und Loslichkeitsverhiltnissen (auch in Alkohol 
und Ather liste es sich leicht) eine gewisse Ahnlichkeit mit 
dem oben beschriebenen, von Herrn Geheimrat E. Schmidt 
erhaltenen Aurat (s. oben S. 340). _Indessen ergab eine Analyse 
auch hier einen zu hohen Goldwert: Lufttrockene Substanz 
49,01 °/o. exsikkatortrocken 50,14°/o, bei 100° getrocknet 
50,77 °/o Au; fiir Methylguanidinaurat berechnet sich 47,73 9/o Au. 
Es scheint sich daher auch hier vielleicht um ein Gemenge 
der Goldsalze von gewohnlichem 1-Methylguanidin, das, wie 
unten gezeigt wird, durch Umlagerung aus etwa zuniichst ent- 
standenem 3-Methylguanidin hervorgehen kann, und Methylamin, 
das beim Ansiiuern des unveriindert gebliebenen Esters ent- 
stehen kénnte, zu handeln. Beim Versuch, das Goldsalz ins 
Platinsalz zu verwandeln, erhielt ich keine greifbare Krystalli- 
sation. Erwahnt sei noch, daf eine Probe von methyliertem 
Ester, mit alkoholischem Ammoniak auf 150-—160° erhitzt, 
auch ein leicht lésliches Goldsalz lieferte, das dem oben be- 
schriebenen iihnlich sich verhielt, aber nicht analysiert wurde. 
Kinmal erhielt ich aus dem Methylimidoester nach Einwirkung 
von Ammoniak ein sehr hoch (bei ca. 270°) sich zersetzendes 
Platinsalz, das wohl aus Guanidinchloroplatinat (friiher ge- 
fundener Zersetzungspunkt 271—273°) bestand; es war hier 
wohl ein kleiner Teil des Imidoesters der Methylierung entgangen. 

Das 3-Methylguanidin habe ich noch nach einer anderen 
Methode darzustellen versucht, indem ich hierbei von dem von 
Delépine!) beschriebenen Methylimidodithiokohlensiureester, 
CH,N = C(S- CH,),, ausging. Man erhilt diesen Ester nach 
den Angaben von Delépine durch Zusammenbringen von CS,,. 
Methylamin und Jodmethyl! in bestimmten Mengenverhaltnissen. 
Der schlieBlich durch Fraktionieren gereinigte [¢ster (Siede- 
punkt 192°) wurde zu den Versuchen verwendet. 

Um mich zuniichst von der Reaktionsfiihigkeit des Esters 

') Bull. de la soc. chim. de France (3). Bd. 27. S. 58—60 und 
Comptes rendus, Bd. 154, 5. 108—110. 
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mit Aminbasen zu iiberzeugen, erhitzte ich ihn mit Methyl- 
aminlésung, wobei das Auftreten des erwarteten, symmetrischen 
Trimethylguanidins nachgewiesen werden konnte (vgl. unter VIII. 
1, 2, 3-Trimethylguanidin). 

Die Einwirkung von Dimethylamin auf den Delépineschen 
Ester vollzieht sich auch hier nicht in dem gewiinschten Sinne 
(vgl. unter XI. Pentamethylguanidin). 

Bei Verwendung von Ammoniak an Stelle von Methylamin 
durfte die Entstehung von 3-Methylguanidin, CH,N = C(NH,),, 
erhofft werden. Es wurde deshalb Methylimidodithiokohlen- 
siiureester mit einem Uberschu8 von 15°/oigem, alkoholischem 
Ammoniak im zugeschmolzenen Rohr 12 Stunden auf 130—140° 
erhitzt, da bei Dampfbadtemperatur ein grofer Teil des Thio- 
esters unangegriffen blieb. Auch bei 1830—140° war noch eine 
betriichtliche Menge des Esters unverindert. Dali aber eine 
Keaktion eingetreten war, bewies in beiden Fiillen das Auf- 
treten des durchdringenden Merkaptangeruches beim Offnen 
der Rohren. Nach dem Verdunsten des Reaktionsproduktes 
wurde der Riickstand mit Salzsiure angesauert und die saure 
Losung mit Goldchlorid versetzt. Sofort entstand eine reichliche 
Fillung der Goldverbindung des ‘Thioesters; durch starkes 
Konzentrieren der Mischung auf dem Dampfbade wurde diese 
Goldverbindung unter Abscheidung von metallischem Gold voll- 
stiindig zersetzt. Das Filtrat vom Gold lieferte dann beim 
weiteren Einengen ein nadelf6rmiges Goldsalz, das nach dem 
Umkrystallisieren ziemlich scharf bei 200° schmolz (F. P. des 
[-Methylguanidins 198—200°). 

0,0903 g Substanz: 0,0431 g Au; gefunden 47,73°/o, be- 
rechnet fiir Methylguanidinaurat 47,73°/o Au. 

Aus dem Filtrat der Goldbestimmung wurde nach dem 
Kinengen und Versetzen mit starker wiisseriger Pikrinséure- 
losung ein in teils heller, teils dunkler gefairbten kurzen Nadeln 
krystallisierendes Pikrat erhalten, das neben einer Probe von 
typischem 1-Methylguanidinpikrat an demselben Thermometer 
erhitzt den gleichen Schmelzpunkt wie dieses Salz zeigte (201°). 

Ks war also bei dem beschriebenen Versuch 1-Methyl- 
guanidin erhalten worden, dessen Entstehung durch Umlagerung 
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von zuniachst gebildetem 3-Methylguanidin gedacht werden 
kann. Man k6énnte sich den Reaktionsverlauf natiirlich auch 
in anderer Weise vorstellen, etwa so, dab zuniichst nur eine 
—S - CH,-Gruppe des Methylimidodithiokohlensaureesters durch 
den Ammoniakrest ersetzt wurde, der dabei gebildete Alkyl- 
pseudothioharnstoff: CH,N:C(NH,)(S-CH,) in die stabilere 
Form: CH,HN.—C(: NH)(S - CH,) tberging, worauf nunmehr ein 
Ersatz der zweiten —S.CH,-Gruppe durch die Amidogruppe 
erfolgte. Auf alle Fille hat, wenn man Ausgangsmaterial: 


/S + CH; NH: CH, 
CH,N : CZ und Endprodukt: HN = C¢ 
Ns - CH, \NH, 


miteinander vergleicht, eine Verschiebung der doppelten Bin- 
dung stattgefunden. 

Nach den vorstehend mitgeteilten Versuchen gewinnt es 
den Anschein, als ob das 3-Methylguanidin entweder tber- 
haupt nicht existiert oder aber, wenn es existieren sollte, sehr 
labiler Natur ist. Es ist daher auch unwahrscheinlich, dab 
man dieser Verbindung in pflanzen- oder tierchemischen Un- 
tersuchungsobjekten begegnen wird. 


N(CH )2 


III. 1,1-Dimethylguanidin, HN == Cx 
NN. 


Von Kutscher und Lohmann!) ist im Hundeharn nach 
Verfiitterung von Liebigs Fleischextrakt eine Base nachge- 
wiesen worden, die in ihrer Zusammensetzung einem zweifach 
methylierten Guanidin entsprach und in Gestalt ihres bet 
275—278° sich zersetzenden Pikrolonates isoliert wurde. Das 
Pikrolonat eines vergleichsweise benutzten, von mir seiner- 
zeit dargestellten, symmetrischen Guanidins zersetzte sich 
zwischen 260—262°. Wheeler und Jamieson?) bestimmten 
die Schmelzpunkte der Pikrolonate von synthetisch dargestellten 
Dimethylguanidinen und fanden fiir die unsymmetrische Ver- 
bindung 278°, fiir die symmetrische 262°. Danach diirfte in 
der von Kutscher und Lohmann erhaltenen Verbindung 


') Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 423 und Bd. 49, S. 8&7. 
*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, 8. 111—117. 
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das asymmetrische (1,1-)Dimethylguanidin vorliegen. Spiter 
hat dann Engeland!) aus dem Harn von Mensch und Hund 
nach anderer Methode eine Base in Form ihres Goldsalzes 
gewonnen, das von Engeland ebenfalls als Aurat des 1,1-Di- 
methylguanidins angesprochen wurde, in Tafeln oder glinzenden 
Blaittchen krystallisierte, bei 144° schmolz und bei ca. 150° 
sich zersetzte. Der Schmelzpunkt des synthetischen, nadel- 
formige Krystalle bildenden 1,1-Dimethylguanidinaurats ist in- 
dessen von mir bei 248°(!) gefunden worden (s. unten), so 
daB es sich bei dem von Engeland aufgefundenen Korper 
nicht um diese Verbindung handeln kann. 

Synthetisch ist das unsymmetrische (1,1-)Dimethylguanidin 
erhalten worden: von Tatarinoff?) und Erlenmeyer’) aus 
Cyanamid und Dimethylamin und in neuerer Zeit von Wheeler 
und Jamieson') beim Behandeln von Thioharnstoffbromiathylat 
oder -jodmethylat mit Dimethylamin. 

Da die Schmelzpunkte von Goldsalz und Platinsalz des 
1,1-Dimethylguanidins noch nicht bekannt waren, habe ich 
diese Verbindung in ihnlicher Weise wie Wheeler und Ja- 
mieson hergestellt und die in Frage stehenden phvysikalischen 
Konstanten bestimmt. 

Thioharnstottmethyljodid (vgl. 5. 334) wurde zu diesem 
Zwecke mit einem starken Uberschuf von 33°/oiger, absolut- 
alkoholischer Dimethylaminl6sung im zugeschmolzenen Rohr 
8% Stunden lang auf Dampfbadtemperatur erhitzt. Das Reaktions- 
produkt wurde hierauf zur, Verjagung von Methylmerkaptan 
und tiberschiissigem Dimethylamin auf dem Wasserbad stark 
eingedunstet, der krystallinische Riickstand mit Wasser auf- 
genommen und durch feuchtes Chlorsilber von Jod_ befreit. 
Das Filtrat vom Jodsilber gab, nach starkem Konzentrieren, 
mit Goldchloridlédsung eine Fiillung, die nach ein- bis zwei- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 57, S. 51 und Zeitschr. f. Unters. d. Nahr. 
u. Genufim., 1908, Bd. 2, S. 665. 

2) Jahresber. Chem., 1879, S. 401. 

') Ber. d. deutsch. chem, Ges., Bd. 14, 5. 1868; vgl. auch Haus- 
hofer. Jahresber. Chem., 1882, S. 364. 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, S. 111—117. 








- i ‘ ‘ . . ysry 
Zur Kenntnis der methylierten Guanidine ots 


maligem Umkrystallisieren aus heifem Wasser in Gestalt 
nadelfOrmiger Krystalle vorlag, die bei 248° unter Zersetzung 
schmolzen, wiihrend sie bereits einige Grade niedriger etwas 
zu sintern begannen. 

0.3034 g Substanz: 0,1403 g Au: gef. 46,24°%/o Au. 

0,1879 g Substanz: 16,2 ecm N bei 9° und 728,8 mm Hg: 
gef. 10,01°%/o N. Ber. fiir C,H,N, -HAuCl,: 46.16°/o0 Au und 
9 86%/o N. 

Das Filtrat von der Goldbestimmung lieferte nach dem 
Kinengen und Versetzen mit wisseriger Platinchloridlosung das 
Platinat des 1,1-Dimethylguanidins, das sich allmihlich in 
Nadeln vom Zersetzungspunkt 225° ausschied. 

0.1315 g Substanz: 0,0439 g Pt; gef. 33,38°/o, ber. fiir 
(C,H,N,)H,PtCl, : 33,36 °/o Pt. 

Kin Teil des Goldsalzes wurde nach Entfernen des Goldes 
durch Schwefelwasserstoff und Einengen des Filtrates vom 
Schwefelgold mit wiisseriger Pikrinséurelésung versetzt, worauf 
alsbald ein Pikrat ausfiel, das nach dem lUmkrystallisieren 
bei 230° schmelzende, diinne Prismen bildete. Wheeler und 
Jamieson (I. c.) fanden den Schmelzpunkt fiir 1,1-Dimethy!- 
guanidinpikrat einige Grade niedriger bei 224°. 


IV. 1, 2-Dimethylguanidin, HN ( a 
NH - CHg. 

Das symmetrische Dimethylguanidin ist zuerst von Erlen- 
meyer!) durch Einwirkung von Methylamin auf Jodcyan er- 
halten worden. Spiéter haben Kaess und Gruszkiewicz?) 
diese Base in analoger Weise aus Chlorcyan und Methylamin 
dargestellt und in Form des Hydrochlorids isoliert. Kaess 
und Gruszkiewicz schreiben dem Chlorhydrat die Formel 
CH,N,(HCl), zu und betrachten das Dimethylguanidin im Gegen- 
satz zum einwertigen Guanidin als eine zweiwertige Base. Kine 
solehe Annahme ist indessen wenig wahrscheinlich, da das 
symmetrische Dimethylguanidin in seinen Gold- und Platin- 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 14, S. 1868. 
*) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 35, 5. 3598. 
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doppelsalzen, wie im Pikrat als einséurige Base auftritt. Be- 
merkt sei, dafi auch alle anderen methylierten Guanidine, so- 
weit deren Salze bisher bekannt sind, ebenso wie das Guanidin 
selbst einsiiurig sind. Das 1, 2-Dimethylguanidin ist ferner von 
mir!) gewonnen worden: beim Methylieren von freiem Guanidin 
mit Jodmethyl, aus Guanidinsulfat und Methylsulfat, aus Guanidin- 
silber und Jodmethyl. sowie zur Bestimmung der damals noch 
unbekannten Schmelzpunkte von Goldsalz und Platinsalz auch 
nach der Erlenmeyerschen Methode aus Jodcyan und Methy!- 
amin. Wheeler und Jamieson?) erhielten symmetrisches 
Dimethylguanidin beim Behandeln von Methylthioharnstoffithyl- 
bromid mit Methylamin, Kunze*) bei der Oxydation des von 
ihm durch Methylieren von Kreatinin erhaltenen +-Methyl- 
kreatinins : /N(CHs) — CH, 
( = NH 

‘.N(CH,) — CO. 

Neuerdings habe ich das symmetrisch zweifach methylierte 
Guanidin dargestellt durch Einwirkung von Methylamin auf Imido- 
kohlensiiureester in iihnlicher Weise, wie bereits Sandmeyert) 
aus diesem Ester und Ammoniak Guanidin selbst erhalten hatte. 
Die Reaktion verliiuft nach der Gleichung : 

HN =((O- C,H;), -}- 2NH,CH, = HN=C(NH- CH,), + 2C,H,OH. 

Imidokohlensdureester, nach Sandmever dargestellt (vgl. 
oben S. 340), wurde mit einem Uberschu8 von 33°/oiger, ab- 
solut-alkoholischer MethylaminlOsung im zugeschmolzenen Rohr 
mehrere Stunden auf Dampfbadtemperatur erhitzt. Das Reak- 
tionsprodukt wurde hierauf auf dem Wasserbad stark einge- 
dunstet, der Riickstand mit Wasser aufgenommen. Die filtrierte 
Lésung lieferte nach dem Versetzen mit Goldchlorid ein Aurat, 
das nach dem Umkrystallisieren aus hei®em Wasser in Gestalt 
von bei 122° schmelzenden Nadeln rein vorlag (friiher beob- 
achteter Schmelzpunkt: 122°). 


'!) Diss., 1907 u. Arch. d. Pharm., Bd. 247, S. 466 ff. und Bd. 247, 
S. 490 ff. 

2) Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, S. 111—117. 

8) Diss. Marburg 1909 und Arch. d. Pharm., Bd. 248, S. 587. 

') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 19, 5. 862-—-867. 
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00,5055 g Substanz: 0,2331 g Au: gef. 46,110, ber. fiir 
C,HN, - HAuCl,: 46,16°%/o Au. 

Aus dem Filtrat der Goldbestimmung wurde ein in kurzen, 
derben Nadeln krystallisierendes Platinsalz vom Schmelzpunkt 
197—198° (fiir 1, 2-Dimethylguanidinplatinat friiher gefunden : 
197°) erhalten. 

Q,2515 g Substanz: 0,0841 g Pt; gef.: 33,44%o, ber. fiir 
(C,H,N,),H,PtCl,: 33,36°/o Pt. 

Auch beim Behandeln des Jodmethylats des Methylthio- 
harnstoffs mit Methylamin habe ich in ahnlicher Weise wie 
Wheeler und Jamieson (I. c.) das 1, 2-Dimethylguanidin ge- 
wonnen. Das Methylthioharnstoffjodmethylat wurde bereitet, 
indem eine konzentrierte, absolut-alkoholische LoOsung des 
Methylthioharnstoffs mit der berechneten Menge von Jodmethy| 
mehrere Tage lang im verschlossenen Gefiali stehen gelassen 
wurde. Die etwas gelblich gefirbte, im tibrigen aber klare 
Fliissigkeit wurde dann auf dem Wasserbad stark konzentriert: 
nach dem Erkalten erstarrte die Losung krystallinisch. Nach 
dem Anreiben mit wenig Alkohol und Zusatz von Ather re- 
sultierte eine schneeweifhe Krystallmasse, die abgesaugt und 
mit Ather ausgewaschen wurde. Der Schmelzpunkt der Krystalle 
lag bei 135—136°. 

Kine Probe dieses Jodmethylats wurde unter genau den 
gleichen Bedingungen, wie sie bei der Darstellung von 1-MethyI- 
guanidin eingehalten worden waren (vgl. oben S. 334), mit 
Methylamin behandelt. Es resultierte ein Goldsalz, das nach 
mehrmaligem Umkrystallisieren bei 120 bis 122° schmolz und 
einen Goldgehalt von 46,02°/o aufwies (ber. 46,16%/o). Das 
Filtrat von der Goldbestimmung diente zur Darstellung des 
Platinates: Nadeln und Platten vom Schmelzpunkt 197—198°. 

Ferner bin ich dem symmetrischen Dimethylguanidin bei 
zwel Reaktionen begegnet, bei denen das Auftreten dieser 
Base von vornherein nicht zu erwarten war. Ich erhielt niim- 
lich 1, 2-Dimethylguanidin einmal beim Entschwefeln von sym- 
metrischem Dimethylsulfoharnstoff mittels Quecksilberoxyds bei 
Gegenwart von Ammoniak (allerdings nur in geringer Menge), 
sodann beim Erhitzen des Jodiéthylats des symmetrischen Di- 
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methylsulfoharnstoffs mit alkoholischem Ammoniak (vgl. den 
folgenden Abschnitt V). 


V. Versuche zur Darstellung von 1, 3-Dimethylguanidin, 
NH - CH, 
CH.N = 67% ; 
NNH,. 

Das 1, 3-Dimethylguanidin ist zurzeit noch nicht bekannt. 
Ich habe diese Verbindung zunichst darzustellen versucht nach 
einer Methode, die A. W. Hofmann’) fiir die Darstellung 
von 1,2,3-Triaithylguanidin benutzte und nach welcher ich 
die entsprechende Trimethylverbindung erhalten hatte: Ent- 
schwefelung von symmetrischem Dialkylsulfoharnstoff durch 
Quecksilberoxyd bei Gegenwart von Alkylamin. Wie unten 
(VU. 1,2,3-Trimethylguanidin) naher auseinandergesetzt wird, 
muf man bei dieser Reaktion die Bildung eines Zwischenpro- 
duktes, naémlich von Dialkylearbodiimid: RN = C= NR, (R= Al- 
kyl) annehmen; an das intermediir entstandene Carbodiimid 
wiirde sich dann Alkylamin unter Bildung von 1,2,3-Trialkyl- 
guanidin anlagern. Bei Verwendung von Ammoniak an Stelle 
des Alkylamins wiire eine Anlagerung in zweifacher Weise 
denkbar, einmal so, dali die beiden Doppelbindungen des Carbo- 
diimids gleichzeitig gelést wiirden: an die beiden Stickstoflf- 
atome des Diimids tritt dann je ein Wasserstoffatom des Am- 
moniaks, wiihrend die tibrig bleibende Imidogruppe des letz- 
teren von den beiden frei gewordenen Valenzen des Kohlen- 
stoffs gebunden wird; das entstandene Produkt wiire 1,2-Dial- 
kylguanidin. Eine solche Vorstellung ist indessen m. E. weniger 
annehmbar als die andere, nach der bei der Anlagerung nur 
eine Doppelbindung des Carbodiimids in Reaktion tritt: 

.N = C = NR + NH, = RN = C(NHR)(NH,). 
Hierbei wiire die Entstehung von 1,3-Dialkylguanidin zu er- 
warten. 

Zur Priifung dieser Annahme wurde symmetrischer Di- 
methylsulfoharnstoff in alkoholischer Lésung bei Gegenwart 
eines Uberschusses an alkoholischer Ammoniaklésung durch 





1) Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 2, S. 601. 








Zur Kenntnis der methylierten Guanidine. 301 


frisch_ bereitetes (Quecksilberoxyd bei gelinder Wiirme_ ent- 
schwefelt, bis eine herausgenommene Probe der klaren F liissig- 
keit mit ammoniakalischer Silberl6sung keine schwarze Fiillung 
mehr gab. Die Fliissigkeit wurde dann vom Schwefelqueck- 
silber abfiltriert, letzteres mit heifBem Alkohol gut ausgewaschen, 
Filtrat nebst Waschfliissigkeit zur Verjagung des NH, und des 
Alkohols bis zum dicken Sirup eingeengt. Nach Zusatz von 
Salzsiture und Platinchloridldsung erhielt ich ein in charak- 
teristischen, briefkuvertihnlichen Formen!) krystallisierendes 
Platinsalz vom Schmelzpunkt 225—226°. Krystallform wie 
Schmelzpunkt wiesen auf 1,2,5-Trimethylguanidinchloroplatinat 
hin, was durch die Analyse eine Bestitigung fand. 

0.3554 g Substanz: 0,1132 g Pt: gef. 31,85%o, ber. fiir 
(C,H, ,N,)oH.PtCl, : 31,83°/o Pt. 

Bei einem zweiten Versuch erhielt ich in ganz analoger 
Weise ein nadelfOrmiges Goldsalz, das nach zweimaligem Um- 
krystallisieren bei 154° schmolz (1,2,3-Trimethylguanidinaurat 
schmilzt bei 155—156°). 

0,2350 g Substanz: 0,1048 g Au; gef. 44,60°/o, ber. fiir 
CH,,N, - HAuCl, : 44,69°/o0 Au. Aus diesem Goldsalz wurde 
wiederum ein Platinsalz vom F. P. 226° erhalten. 

0,1612 g Substanz: 0,0511 g Pt: gef. 31,70°%/o. ber. 
51,83 %o Pt. 

Die Mutterlaugen von dem analysierten Goldsalz wurden 
nun in eine Platinldsung verwandelt und letztere mit den Pla- 
tinmutterlaugen vom ersten Versuch vereinigt. Beim weiteren, 
vorsichtigen Konzentrieren schieden sich noch zwei Krystalli- 
sationen vom F. P. 226° aus, eine dritte schmolz unscharf 
zwischen 192 und 198°. SchlieBblich gelang es aber, in geringer 
Menge eine einheitliche Krystallisation von kurzen, derben 
Prismen zu erzielen, die scharf bei 197—-198° schmolzen. Der 
Schmelzpunkt von 1,2-Dimethylguanidinplatinat liegt bei 197°. 

0,0785 g Substanz: 0,0260 g Pt: gef. 33,12°/o, ber. fiir 
CH N,),H,PtCl, : 33,36 °%/o Pt. 

Die letzten sirupdsen Platinmutterlaugen wurden mit ab- 
solutem Alkohol aufgenommen, wobei fast alles in Losung ging. 


') Arch, d. Pharm., Bd. 247, S. 481—483. 
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die filtrierte L6sung verdunstet, mit Wasser versetzt und vom 
Platin durch H,S befreit. Aus dem stark konzentrierten Filtrat 
vom Schwefelplatin schied sich nach Zugabe von Goldchlorid 
ein Goldsalz Olig ab, das erst beim Stehen im Exsikkator 
krystallinisch wurde, aber noch nicht niher untersucht worden ist. 

Kei den beschriebenen Versuchen hatten sich also statt 
des erwarteten 1,3-Dimethylguanidins merkwiurdigerweise als 
Hauptprodukt 1,2,5-Trimethylguanidin und daneben in geringer 
Menge 1,2-Dimethylguanidin gebildet. Zur Erklirung dieser 
eigenartigen Verhiiltnisse muf man annehmen, dab infolge einer 
Nebenreaktion Methylamin entstanden war, das sich an Di- 
methylearbodiimid unter Bildung von 1,2,5-Trimethylguanidin 
angelagert hatte. In geringem Umfange erfolgte wohl auch 
eine Anlagerung von Ammoniak an das Carbodiimid: das hier- 
bei resultierende 1,3-Dimethylguanidin hatte sich dann aber 
alsbald in die 1,2-Verbindung umgelagert. Gerade die Tat- 
sache, dal} das symmetrische Dimethylguanidin, das eine stabile, 
bei anderen Reaktionen mit Leichtigkeit zu erhaltende Ver- 
bindung bildet, hier nur in geringer Menge aufgefunden werden 
konnte, spricht m. E. fiir die zweite der oben (S. 350) eror- 
terten Additionsmoglichkeiten. Zur Bildung des unbestandigen 
1,.3-Dimethylguanidins scheint eben wenig Neigung vorhanden 
zu sein; infolge dessen gewinnen Nebenreaktionen, die zur 
Kntstehung von Trimethylguanidin fiihren, die Oberhand. Nach 
dem ersten Anlagerungsmodus (5S. 350) wiirde dagegen 1,2- 
Dimethylguanidin als Hauptprodukt zu erwarten sein. Dab eine 
Umlagerung von 1,5-Dimethylguanidin in die 1, 2-Form vor- 
kommen kann, diirfte der folgende Versuch noch besser illu- 
strieren. 

Noah!) hatte beobachtet, daB bei der Einwirkung von 
Ammoniak auf den 1,3-Diiathyl, 2-methylpseudothioharnstoff, 
NHC,H, 

C,H,N = C 
SCH,, 
unter Abspaltung von Methylmerkaptan Diathylguanidin ent- 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 23, S. 2195—2200. 




















Zur Kenntnis der methylierten Guanidine. 393 


steht, das er als die symmetrische (1,2-)Form auffabt nach 
der Gleichung: 
/ NUCH, /NUGH, 
C,H,N = C + NH, = HN =C  CH,SH. 
SCH, NNHC,H, 

Weshalb Noah die entstandene Verbindung als 1,2- und 
nicht als 1,3-Diiithylguanidin, dessen Bildung man doch eher 
erwarten sollte, anspricht, ist mir nicht ersichtlich. Es erschien 
mir deshalb der Miihe wert, den Versuch mit der entsprechen- 
den Methylverbindung zu wiederholen, da hierbei vielleicht das 
1.3-Dimethylguanidin erhalten werden konnte. 

Die Bereitung des als Ausgangsmaterial dienenden 1,3-Di- 
methyl, 2-aéthylpseudothioharnstoffs, CH,N = C (NHCH,)(SC,H. ), 
seschah in der Weise, dai eine konzentrierte, absolut-alkoho- 
lische L6sung von symmetrischem Dimethylsulfoharnstoff mit 
der berechneten Menge Jodathyl zusammengebracht und die 
Mischung mehrere Tage im verschlossenen Gefiifi sich selbst 
iiberlassen wurde. ks schied sich dabei nichts aus; das Reak- 
tionsprodukt wurde hierauf auf dem Wasserbad stark einge- 
dunstet, worauf es beim Erkalten krystallinisch erstarrte. Der 
etwas braun gefiirbte, krystallinische Riickstand wurde mit 
wenig absolutem Alkohol aufgenommen, das Jodiithylat durch 
Zusatz von Ather zu dieser alkoholischen Lésung in Form einer 
weifen Krystallmasse abgeschieden, die abgesaugt und mit 
Ather nachgewaschen wurde. Der Schmelzpunkt der Krystalle 
lag bei ca. 100°. 

Zu dem weiteren Versuch wurde zunichst das Jodiithylat 
selbst — nicht der freie Pseudothioharnstoff — verwendet: fiir 
den Verlauf der Reaktion ist dies indessen belanglos, da, wie 
oben (S. 336) auseinandergesetzt wurde, durch Aminbasen aus 
den Halogenalkyladditionsprodukten der Thioharnstoffe zuniichst 
die freien Alkylpseudothioharnstoffe, die dann weiter mit der 
Aminbase in Reaktion treten, gebildet werden diirften. 

Ks wurde also das oben beschriebene Jodiithylat mit einem 
Uberschu8 an alkoholischem Ammoniak von 15°/o im zuge- 
schmolzenen Rohr 6—7 Stunden auf Dampfbadtemperatur er- 
hitzt. Nach dem Verdunsten des Reaktionsproduktes erhielt 


ich aus dem Riickstand (Ersatz des Jods durch Chlor mittels 
24 
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frisch gefiillten Chlorsilbers!) ein Goldsalz, das nach zweimaligem 
Umkrystallisieren bei 122—124° schmolz (Schmelzpunkt von 
1, 2-Dimethylguanidinaurat 122°). 

0.5499 g Substanz: 0,2538 g Au. Gefunden 46,15 %/o, be- 
rechnet fiir C,H,N. - HAuCl,: 46,16°/o Au. 

Aus der Mutterlauge des analysierten Goldsalzes erhielt 
ich noch zwei weitere, nadelfOrmige Krystallisationen vom 
Schmelzpunkt 122—124°. Das Filtrat von der Goldbestimmung 
wurde teils in das Platinsalz, teils in das Pikrat tbergefihrt. 
Das Platinsalz schmolz bei 195—197°, das Pikrat bei 178°. 
Als Sehmelzpunkte habe ich friiher gefunden: fiir das 1, 2-Di- 
methylguanidinchloroplatinat 197°, fiir das entsprechende Pikrat 
178° (vgl. auch Wheeler und Jamieson, I. c.). 

Auch beim Behandeln des freien 1, 3-Dimethy]-, 2-athyl- 
pseudothioharnstoffs (erhalten durch Versetzen einer ganz kon- 
zentrierten wisserigen Losung des Jodathylats des s-Dimethy]l- 
sulfoharnstoffs mit starker Kalilauge und Trennen des abge- 
schiedenen Ols im Scheidetrichter) mit alkoholischem Ammoniak 
im Dampfbad konnte 1, 2-Dimethylguanidin gewonnen werden. 
das wieder in Form seines bei 122° schmelzenden Goldsalzes 
isoliert wurde : 

0,1030 g¢ Substanz: 0.0476 g Au: gef. 46,21°/0, ber. fii 
C.H,N, - HAuCl,: 46,16°%o0 Au. 

Nach diesen Resultaten diirfle es sich auch bei dem von 
Noah erhaltenen Diiithylguanidin tatsiachlich um die svmmetrische 
Form (1,2) handeln. 

Man muf demnach auch hier, iihnlich wie beim 3-Methy!- 
guanidin, eine Umlagerung des zuniichst entstandenen 1,3-Di- 
methylguanidins in die symmetrische (1, 2-) Form annehmen. 
wenn man sich den Reaktionsverlauf nicht in anderer Weise. 
unter Annahme der Bildung eines labilen Zwischenkorpers, 1m 
Sinne der folgenden Gleichung vorstellen will: 


NHCH, CH,HN NUCH, 
CHIN =C Le, > ‘“ 
\sc,H, H,N’ SC,H, 
CH,HN. _,NHCH, 
3 \7 3 
5 ¢ + C\H.SH. 
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Jedenfalls bemerkt man auch hier beim Vergleich zwischen 
Ausgangsmaterial und Endprodukt eine Verschiebung der dop- 
pelten Bindung und es diirfte das oben (S. 345) fiir das 3-Methyl- 
guanidin Gesagte auch fiir das 1,3-Dimethylguanidin zutreffen: 
entweder existiert diese Verbindung tiberhaupt nicht oder sie 
ist nur labiler Natur. 


J N(GHs): 
VI. 1,1,2-Trimethylguanidin, HN = (© 


SNH - CH. 

Das 1,1,2-Trimethylguanidin ist bisher noch nicht be- 
schrieben worden. Zur Darstellung dieser Verbindung habe 
ich mich der im Vorstehenden schon mehrfach erwiihnten Me- 
thode der Einwirkung von Aminbasen auf die Halogenalkyl- 
udditionsprodukte der Thioharnstoffe bezw. auf die freien Alkyl- 
pseudothioharnstoffe bedient. Es sei hier erwiihnt, dali Rathke!) 
zuerst gefunden hat, dafi das Jodéthylat des Thioharnstoffs mit 
Ammoniak unter Bildung von Guanidin sich umsetzt. Spiiter 
hat dann Noah (vgl. oben S$. 352) aus dem 1,3-Diathyl, 2-methyl- 
»seudothioharnstoff und Ammoniak Didthylguanidin erhalten. In 
neuester Zeit haben Wheeler und Jamieson diese Reaktion 
erweitert, indem sie aufer Ammoniak auch primire und se- 
kundiire Amine in Anwendung brachten und auf diese Weise 
|-Methylguanidin, sowie 1,1- und 1,2-Dimethylguanidin dar- 
stellten (vgl. die Abschnitte I, If und IV). Wie sich aus den 
in diesem und in den folgenden Abschnitten mitzuteilenden 
Versuchen ergibt, ist die Anwendbarkeit der Methode zur Dar- 
stellung von methylierten (und wohl auch anderen alkylierten) 
(ruanidinen eine ganz allgemeine. 

Um das 1,1,2-Trimethylguanidin zu gewinnen, ging ich 
von dem bereits oben (S. 349) beschriebenen Methylthioharn- 
<toffjodmethylat, dem die Formel: 

/NHCH, 
HN = CZ HJ 
‘SCH, 
zukommen diirfte, aus. Dieses Jodmethylat liefert niimlich mit 
Methylamin 1,2-Dimethylguanidin (siehe S. 349), ebenso wie das 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 17, S. 309. 








5)6 Martin Schenck. 


analog konstituierte Bromithylat, (HN = C|NHCH,|SC,H.) HBr, 
mit Ammoniak unter Bildung von 1-Methylguanidin sich um- 
setzt (Wheeler und Jamieson, Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, 
S. 111—117). Bei Verwendung von Dimethylamin mufte dem- 
nach | ,1,2-Trimethylguanidin erhalten werden nach der Gleichung: 
HN — C(NHCH,) (SCH,) -+ NH(CH,), = HN = C(NHCH,) (N[CH,],) -+- CH,SH. 

Wollte man fiir Jodmethylat und Bromathylat die eben- 
falls theoretisch mdglichen, aber weniger wahrscheinlichen 
Formeln: 


| ae 
CH,N = C HJ und | CH,N=C Hbr 

SCH, NSC,H, 
annehmen, so wiirde sich die Bildung von 1,2-Dimethylguanidin 
und 1-Methylguanidin durch Umlagerung aus den zunichst ent- 
standenen 1,3- und 3-Verbindungen erklaren. Man wiirde dann 
aber berechtigt sein, auch bei der Reaktion mit Dimethylamin 
eine entsprechende Umlagerung (der 1,1,3-Form in die 1,1,2- 
Form) anzunehmen, das zu erwartende Produkt ware also auch 
nach dieser Vorstellung 1,1,2-Trimethylguanidin. 

Zur Ausfiihrung des Versuchs wurde Methylthioharnstofi- 
jodmethylat mit einem Uberschu8 von 33°/oiger alkoholischer 
Dimethylaminlésung in ein Rohr eingeschlossen und dieses im 
Dampfbad 12 Stunden lang erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde 
hierauf stark eingedampft, der Riickstand mit Wasser aufge- 
nommen, durch frisch gefalltes Chlorsilber vom Jod befreit und 
das Filtrat vom Jodsilber nach dem starken Konzentrieren 
mit Goldehloridlésung versetzt. Das alsbald sich ausscheidende 
(ioldsalz wurde nach zweimaligem Umkrystalliseren analysiert. 

0.2246 g Substanz: 0,1011 g Au; gef. 45,01°/o, ber. fiir 
Trimethylguanidinaurat 44,699/o Au. 

Das Salz bildete kurze Nadeln vom F. P. 153°, das ihm 
entsprechende Platinat war in Wasser ganz leicht léslich. Bei 
einer Wiederholung des Versuchs unter genau den gleichen 
Bedingungen erhielt ich wieder ein Goldsalz, das nach vier- 
maligem Umkrystallisieren — um es von etwa anhaftenden ge- 
ringen Mengen von Dimethylaminaurat, das seinerseits auch 
nicht ganz leicht léslich in Wasser ist, zu befreien — bei 155 
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bis 155° schmolz und in Nadeln und diinnen Blittchen krystal- 
lisierte. 

Q,2566 g Substanz: 0,1151g Au: gef. 44,86°/o, ber. fiir 
C,H,,N, - HAuCl,: 44,69%o Au. 

Der Schmelzpunkt des 1,1,2-Trimethylguanidinaurats liegt 
also nur wenig niedriger als der der symmetrischen dreifach 
methylierten Verbindung (156°). Dagegen ist in dem Verhalten 
der Platinate der beiden Basen ein wesentlicher Unterschied. 
Als ich das Filtrat von der zweiten Goldbestimmung nach 
starkem Konzentrieren mit Platinchloridl6sung versetzte, schied 
sich nichts aus: erst nach weiterem starken Kinengen erhielt 
ich beim Abkiihlen einen Krystallbrei von feinen, manchmal 
etwas gebogenen Niidelchen. Sie wurden scharf abgesaugt, ohne 
nachzuwaschen, zwischen Filtrierpapier gut abgepreft und im 
Wassertrockenschrank einige Zeit getrocknet; der Schmelzpunkt 
lag danach bei 172—173°. 

00,0576 g Substanz (bei 100° getrocknet): 0,0185 g Pt.: 
gef, 32,12 °/o, ber. fiir Trimethylguanidinchloroplatinat 31,83 °/o Pt. 

Das Platinsalz des symmetrischen Trimethylguanidins bildet 
dagegen kurze Prismen, hiiufig auch briefkuvertartige Formen 
(vgl. oben S. 351) und schmilzt bei 225—227°: auch ist es in 
Wasser bei weitem nicht so leicht léslich wie das der unsym- 
metrischen Verbindung. 


VII. Versuch zur Darstellung von 1,1, 3-Trimethylguanidin, 
N(CH,), 
CH,N sue on 
NNH,. 

Dem bisher noch nicht bekannten 1,1,5-Trimethylgua- 
nidin konnte man mdglicherweise bei einer im Sinne der fol- 
genden Gleichung verlaufenden Reaktion begegnen: 

N(CH.), N(CH.) 
CHN=C’ 0 OLCNH, = CHAN— CC’) -CHSH. 
NSCH, “NH, 

Zur Priifung dieser Annahme wurde zuniachst das Tri- 
methylthioharnstoffjodmethylat [CH,N = C(N{CH,]|,) (SCH,)|HJ 
dargestellt: Trimethylthioharnstoff, nach Dixon!) aus Methyl- 


1) Journ. of the Chem. Soc.. Bd. 67, S. 556—)65. 
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senfol und Dimethylamin bereitet (F. P. 87—88°), wurde in 
moéglichst wenig absolutem Alkohol gelést und die berechnete 
Menge von Jodmethyl zugegeben;!) dabei trat geringe Er- 
wiirmung ein. Die klare Losung wurde dann ein bis zwei Tage 
lang im verschlossenen Gefiifs bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, hierauf auf dem Wasserbade verdunstet, bis ein ziher 
etwas braun gefiirbter Sirup hinterblieb. Der letztere war 
meistens nicht zum Krystallisieren zu bringen, nur einmal er- 
starrte er nach lingerem Stehen im Exsikkator zu einer strahlig 
krystallinischen Masse. 

Zu dem weiteren Versuch wurde der Sirup mit einem 
Uberschuf von 15°/oigem alkoholischem Ammoniak im zuge- 
schmolzenen Rohr {2 Stunden lang auf Dampfbadtemperatur 
erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde hierauf stark eingedampft, 
der Kiickstand mit Wasser aufgenommen und durch feuchtes 
Chlorsilber vom Jod befreit. Das Filtrat vom Jodsilber lieferte, 
nach starkem Kinengen, mit Goldchloridldsung ein Goldsalz, 
das nach zwei- bis dreimaligem Umkrystallisieren aus heifem 
Wasser in Nadeln und diinnen Bliittchen vorlag. Es zeigte die 
grifbte Ahnlichkeit mit dem auf S. 356 beschriebenen Aurat 
des 1,1,2-Trimethylguanidins: beide Goldsalze schmolzen, am 
selben Thermometer nebeneinander erhitzt, genau bei der gleichen 
Temperatur: 153—155°. Auch nach dem Mischen der beiden 
Salze blieb der Schmelzpunkt derselbe. Eine Analyse des aus 
Trimethylthioharnstoffjodmethvlat und Ammoniak  erhaltenen 
(ioldsalzes ergab: 

0.2457 ¢ Substanz: O,1100g Au: gef. 44.77°/0, ber. ftir 
C,H,,N, - HAuCl, : 44,69°/o0 Au. 

Kine andere Probe desselben Goldsalzes wurde vom Gold 
durch H,S befreit und das Filtrat vom Schwefelgold mit dem 
von der Goldbestimmung vereinigt. Nach dem Eindampfen und 
Versetzen mit Platinchlorid resultierte eine Platinl6sung, die erst 
nach sehr starkem Konzentrieren auf dem Wasserbad beim 
Abkiihlen einen Krystallbrei von feinen, teilweise etwas ge- 
bogenen Niidelchen lieferte. Diese Nidelechen glichen ganz den 


') Vel. auch Delépine, Bull. Soc. Chim. de France (4), Bd. 7, 
S. 988—93: Jodhydrate der Tetraalkylpseudothioharnstoffe. 
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auf S. 357 beschriebenen: sie zeigten denselben Schmelzpunkt 
wie diese: 172-—175°, der sich auch nach dem Vermischen der 
beiden Platinate nicht iinderte, und gaben bei der Analyse den- 
selben Platinwert: 

0.1162 g Substanz (bei 100° getrocknet): 0,0373 g Pt; get. 
32,10°/o, ber. fiir Trimethylguanidinchloroplatinat 31,83°/o Pt. 

Nach dem Vorstehenden kann es somit keinem Zweifel 
unterliegen, dafi das aus Trimethylthioharnstoffjodmethylat und 
Ammoniak gebildete vermeintliche 1,1,3-Trimethylguanidin mit 
der im Abschnitt VI beschriebenen 1,1,2-Verbindung identisch 
ist. Fiir die 1,1,3-Trimethylbase gilt daher dasselbe, was oben 
fiir 3 Methylguanidin (S. 345) und 1,3-Dimethylguanidin (S. 355) 
gesagt wurde: sie existiert entweder iiberhaupt nicht oder 
ist doch wenigstens nur labiler Natur. Auch die Modglich- 
keiten der Entstehungsweise der 1,1,2-Verbindung bei dem 
zuletzt beschriebenen Versuch sind die gleichen, wie sie oben 
fiir die Bildung von 1,2-Dimethylguanidin aus Dimethylthio- 
harnstoffjodiithylat und Ammoniak erodrtert wurden (s. 5. 354). 


VIII. 1,2, 3-Trimethylguanidin, CH,N = CC. 


Die 1,2,3-Trimethylverbindung zeichnet sich vor allen 
anderen methylierten Guanidinen dadurch aus, dal sie bei 
einer Reihe von Reaktionen auftritt, bei denen ihre Entstehung 
von vornherein gar nicht zu erwarten ist und nur dureh die An- 
nahme eines komplizierteren Reaktionsverlaufes erkliirt werden 
kann. Es diirfte diese l'atsache in der gleichmiifbigen Verteilung 
der Methylgruppen an die 3 Stickstoffatome und der hierdurch 
bedingten Stabilitiit des Molekiils, derzufolge das 1, 2, 3-Tri- 
methylguanidin tiberall da sich bildet, wo die Bedingungen fiir 
sein Auftreten direkt oder indirekt gegeben sind, begriindet sein. 

Das symmetrische Trimethylguanidin habe ich zuerst in 
meiner Dissertation!) beschrieben; es wurde damals erhalten 
beim Methylieren von Guanidinsulfat mittels Dimethylsulfats 


') Diss. Marburg 1907 u. Arch. d. Pharm., Bd. 247, 5. 480 ff. 
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ber 150—160° und, in Analogie mit einer von Hofmann!) 
fiir die Darstellung des 1, 2, 3-Triithylguanidins angegebenen 
Reaktion, durch Entschwefeln von symmetrischem Dimethyl- 
sulfoharnstoff durch Quecksilberoxyd bei Gegenwart von Me- 
thylamin. Kunze?) hat dann spiiter dieselbe Verbindung auf- 
gefunden bei der Oxydation des von ihm dargestellten Dime- 
thylkreatinins, dem auf Grund dieses Oxydationsversuches die 
Struktur eines symmetrischen Trimethylglykocyamidins : 

/N(CH,) — CH, 

CIN on 

‘N(CH,) — CO 
zugesprochen wurde. 

Neuerdings bin ich dem 1, 2, 3-Trimethylguanidin bei 
einer ganzen Anzahl von Versuchen begegnet. Zuniichst habe 
ich den Verlauf der von Hofmann (I. ¢.) angegebenen Reaktion 
aufzukliren gesucht. Nach Hofmann hat man sich die Ent- 
schwefelung von symmetrischem Diithylsulfoharnstof! bei Ge- 
genwart von Athylamin durch die folgende Gleichung wieder- 
gegeben zu denken: 

C,H,NH,-- 5: C(NHC,H;), = C,H,N : C(NHC,H; ). 4- H,5. 

Ks diirfte sich indessen diese Reaktion in anderer 
Weise abspielen. Chancel) hat némlich aus symmetrischem 
Di-n-propylsulfoharnstoff in benzolischer L6sung durch Ent- 
schwefeln  mittels Quecksilberoxyds Di-n-propylearbodiimid, 
C,H,N = C = NC,H, erhalten;‘) ebenso wird sich ganz all- 
gemein aus Dialkylsulfoharnstoff Dialkylearbodiimid ®) bilden. 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 2, S. 600 ff. 

2) Diss. Marburg 1909 u. Arch. d. Pharm., Bd. 248, S. 589 u. 590. 

‘') Compt. rend., Bd. 116, 8. 329 u. 330. Vgl. auch Ber. d. deutsch. 
chem. Ges., Bd. 26, R.. 5. 189. 

‘) In ganz analoger Weise vollzieht sich ja auch bekanntlich die 
Bildung des Diphenylearbodiimids, C(: NC,H,)o. 

6) Uberhaupt scheinen nur solche Alkylsulfoharnstoffe durch Queck- 
silberoxyd glatt entschwefelt zu werden, welche noch geniigend Wasser- 
stoff zur Bildung eines Cyanamidderivates besitzen. Dementsprechend 
lassen sich, wovon ich mich in einigen Vorversuchen iiberzeugte, Trimethy!- 
sulfoharnstoff und Tetramethylsulfoharnstoff nur sehr schwierig durch 


HgO entschwefeln. 
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an welches sich, bei Gegenwart von Alkylamin, dieses unter 
Auftreten von 1,2,3-Trialkylguanidin anlagert. 

Das von mir seinerzeit nach Hofmann _ dargestellte 
symmetrische Trimethylguanidin hat demnach seine Entstehung 
den beiden folgenden Reaktionen zu verdanken: 

a) S: C(NHCH,), -+- Hg0 = CH,N=C=NCH, -++ Hgs - 

H,O, und 

b) CH,N—C=NCH, -}- CH,NH, = CH,N=C(NHCH,),. 

Eine Stiitze findet diese Anschauung in dem folgenden 
Versuch. Krystallisierter, symmetrischer Dimethyl!sulfoharnstoff, 
nach bekannter Methode aus Methylsenf6l und Methylamin 
bereitet, wurde nach liingerem Stehen im Exsikkator in heibem, 
liber metallischem Natrium getrocknetem Benzol gelést und 
auf dem Wasserbad so lange mit trockenem gelbem Queck- 
silberoxyd behandelt, bis eine filtrierte Probe mit ammonia- 
kalischer Silberl6sung sich nicht mehr schwiirzte. Das Ver- 
fahren entsprach also dem von Chancel (l.c.) fiir die Dar- 
stellung von Dipropylcarbodiimid angegebenen. Die nach dem 
Erkalten vom Schwefelquecksilber abfiltrierte benzolische Lo- 
sung mufte das nach der obigen Gleichung a) gebildete Di- 
methylcarbodiimid enthalten. Ohne das letztere weiter zu 
isolieren, erwiirmte ich die Benzollésung einige Zeit mit einem 
UberschuB an 33°/oigem alkoholischem Methylamin auf dem 
Wasserbade: das Reaktionsprodukt wurde hierauf in einer 
Schale verdunstet, der Riickstand mit Salzséure angesiuert 
und mit Goldchloridlésung versetzt. Das sich alsbald aus- 
scheidende Goldsalz zeigte nach dem Umkrystallisieren aus 
heifem Wasser den fiir symmetrisches Trimethylguanidinaurat 
friiher beobachteten Schmelzpunkt 156° und lieferte auch bei 
der Analyse den geforderten Goldwert. 

0,2543 g Substanz: 0,1133 g Au: gef. 44,55°/o Au. ber. 
fir C,H,,N, - HAuCl, : 44,699/o Au. 

Auf diese Weise war also die von Hofmann angegebene 
Reaktion in ihre beiden Phasen zerlegt worden. Die Anlage- 
rung von Methylamin an Dimethylcarbodiimid kann man sich, 
ebenso wie dies oben (S. 350) fiir das Ammoniak erértert 
wurde, auf zweierlei Weise vorstellen; doch wiirde hier in 
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beiden Fiillen ein und dasselbe symmetrische Trimethylguanidin 
resultieren. Indessen halte ich auch fiir das Methylamin den 
zweiten Anlagerungsmodus, bei welchem nur eine Doppelbin- 
dung gelost wird, fiir den wahrscheinlicheren. 

Krwiihnt sei noch, dab Hofmann (1. c.) beim Entschwefeln 
von Diiithylsulfoharnstoff mittels Quecksilberoxyds bei Abwesen- 
heit von Aminbasen symmetrischen Diithylharnstoff erhielt, 
dessen Bildung durch Addition von Wasser an zuniichst ent- 
standenes Diiithylecarbodiimid ungezwungen erklirt werden kann, 
wie ja auch Chancel (1. ¢.) angibt, dab Dipropylearbodiimid 
bei Gegenwart von Wasser leicht in symmetrischen Dipropyl- 
harnstoff iibergeht. 

Chancel konnte nimlich selbst beim Entschwefeln von 
Dipropylsulfoharnstoff in trockner Benzollosung mit trocknem 
Quecksilberoxyd die Bildung von s-Dipropylharnstoff nachweisen, 
es geniigt offenbar schon das bei der Entstehung des Carbo- 
diimids auftretende Wasser (S. 561, Gleichung a), um einen Teil 
des Diimids durch Wasseranlagerung in den entsprechenden 
Harnstoff tiberzufiihren. Dementsprechend habe ich ebenfalls 
bei der gleichen Behandlung von Dimethylsulfoharnstoff Di- 
methylharnstoff erhalten. Filtriert man nimlich die auf S. 361 
erwiihnte Benzollosung nicht nach dem Erkalten, sondern noch 
hei} vom gebildeten Schwefelquecksilber ab, so scheiden sich 
im Filtrat beim Erkalten allméhlich nadelf6rmige Krystalle, die 
bei 106° sehmelzen, in ziemlich reichlicher Menge ab. Als 
Schmelzpunkt des s-Dimethylharnstoffs wird in beilsteins 
Handbuch 99,5—102,5°, von Degner und v. Pechmann 
(Ber. 50, 651) 100°, von Fichter und Becker (Ber. 44, 3481) 
fr nahezu reine Substanz 96° angegeben. Dab es sich bei 
meinen Versuchen wirklich um diesen Kérper handelte, ergab 
eine Stickstoff{bestimmung: 

0.1023 g Substanz (exsikkatortrocken): 28,4 ecm N bei 14° 
und 733,2 mm Hg: gef. 31,86°/o, ber. fiir C,H,N,O: 31,86°/o N. 

Das Filtrat von dem ausgeschiedenen Dimethylharnstoff 
lie} ich bei gew6hnlicher Temperatur verdunsten, es schieden 
sich keine Krystalle mehr aus und es hinterblieb ein eigentiim- 
lich riechender ziaher Sirup. Dieser wurde mehrmals mit Wasser 
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eingedampft, dann noch kurze Zeit in wiasseriger Losung am 
Rickflubkiihler erhitzt: nach dem starken Einengen der filtrierten 
Losung schieden sich nadelf6rmige Krystalle aus, die abet 
merkwiirdigerweise nicht, wie erwartet worden war, aus s-Di- 
methylharnstoff bestanden, vielmehr ca. 70° hOher schmolzen, 
bei 176°. Da die Menge dieser Krystalle nur eine sehr geringe 
war, konnte eine Analyse leider nicht ausgefiihrt werden. Denk- 
bar wire es, dal} es sich um ein Polymerisationsprodukt des 
Dimethylcarbodiimids handelte. Das letztere scheint tiberhaupt 
sehr reaktionsfiihig zu sein bezw. leicht eine Zersetzung zu 
erfabren, denn die Mutterlauge der ausgeschiedenen Krystalle 
vom F. P. 176°, die beim Stehen im Exsikkator sirupés wurde, 
lieferte nach dem Ansiiuern mit Salzsiure und Versetzen der 
Losung mit Goldchlorid ein Goldsalz, das sich als 1,2,3-Tri- 
methylguanidinaurat erwies: es schmolz namlich bei 156° und 
gab bei der Analyse den fiir dieses Anrat geforderten Goldwert. 

0,2847 g Substanz: 0,1272 g Au; gef. 44,68°/o, ber. fiir 
C,H,,N, - HAuCl,: 44,69°/o Au. 

Man kann demnach eine Zersetzung des Dimethylearbo- 
diimids unter Bildung von Methylamin mit Wahrscheinlichkeit 
annehmen, das Methylamin lagert sich dann an noch unzersetztes 
Carbodiimid an und auf diese Weise entsteht symmetrisches 
Trimethylguanidin. Ebenso ist wohl auch die Bildung des 
letzteren beim Entschwefeln von s-Dimethylsulfoharnstoff mit 
(Quecksilberoxyd in alkoholischer Lo6sung bei Gegenwart von 
Ammoniak zu erkliiren (vgl. oben Abschnitt V). Erwiihnt sei 
noch die Angabe von Hofmann, daf die beim Entschwefeln 
von Diiithylsulfoharnstoff in Gegenwart von Ammoniak sich ab- 
spielenden Reaktionen komplizierterer Natur seien. bestimmte 
Reaktionsprodukte werden nicht genannt, auch in der spateren 
Literatur habe ich nichts darauf Beziigliches finden konnen. 

Das 1,2,3-Trimethylguanidin habe ich weiter, wie bereits 
oben (S.342) kurz erwiihnt wurde, aus Methylimidokohlensiiure- 
ester und Methylamin dargestellt. Das beim Methylieren von 
Imidokohlensiiureester erhaltene etwas braun gefirbte Ol schlof 
ich mit alkoholischer Methylaminlésung in ein Rohr ein und 
erhitzte das Gemisch mehrere Stunden im Dampfbad. Nach 
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dem starken Eindunsten des Reaktionsproduktes lief sich ein 
Goldsalz gewinnen, das nach dem Umkrystallisieren bei 156° 
schmolz (friiher beobachtet 155—-156°). 

0.5938 g Substanz: 0,2652 g Au: gef. 44,66°%)o, ber. fiir 
Trimethylguanidinaurat: 44,69°/o Au. 

Aus dem Filtrat der Goldbestimmung wurde ein teils in kurzen, 
derben l’rismen, teils in quadratischen Stiicken von Briefkuvert- 
form krystallisierendes Platinsalz vom F. P. 227° erhalten. Kry- 
stallform und Schmelzpunkt entsprachen den von mir friher fiir das 
1,2,3-Trimethylguanidinchloroplatinat gemachten beobachtungen. 

0,2684 g¢ Substanz: 0,0853 g Pt: gef. 31,78°/o, ber. fiir 
(C,H,,Ns). - H,PtCl,: 31,83°/o Pt. 

In ganz iihnlicher Weise wie Methylimidokohlensdure- 
ester liefert auch Methylimidodithiokohlensiureester beim Be- 
handeln mit Methylamin symmetrisches ‘Trimethylguanidin, nur 
daB hier statt des Alkohols Merkaptan als weiteres Reaktions- 
produkt auftritt: 

CH,N=C(S-CH,), -+- 2 NH,-CH, = CH,N=(C(NH- CH,), -+ 2 CH,SH. 

Methylimidodithiokohlensaureester, CH,N = C(S - CH,),, 
nach Delépine (s. oben 5S. 343) bereitet, wurde mit einem 
Uberschu’ von 33°/oiger alkoholischer Methylaminlésung zu- 
sammengebracht und das Gemisch im zugeschmolzenen Rohr 
12 Stunden auf Dampfbadtemperatur erhitzt. Beim Offnen 
des Rohres gab sich das gebildete Methylmerkaptan durch 
seinen penetranten Geruch zu erkennen. Das Reaktionsprodukt 
wurde dann auf dem Wasserbade stark eingeengt; der Ver- 
dunstungsriickstand, der noch wenig unveriainderten Methyl- 
imidodithiokohlenséureester, kenntlich an seinem charakte- 
ristischen Geruche, enthielt, wurde mit Salzsiure angesduert 
und mit Goldchlorid versetzt. Das alsbald sich ausscheidende 
Goldsalz war nach ein- bis zweimaligem Umkrystallisieren aus 
heifem Wasser, wodurch es von einer geringen Menge der 
Goldverbindung des Thioesters, die beim Erhitzen unter Ab- 
scheidung von metallischem Gold sich zersetzt, befreit wurde, 
analysenrein. Nadein vom F. P. 156.° 

0,1966 g Substanz: 0,0880 g Au: gef. 44,76°%/o, ber. fiir 
C,H,,N, - HAuCl,: 44,69°/o Au. 
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Zur weiteren Identifizierung wurde das Filtrat der Gold- 
bestimmung zur Trockene verdunstet, der Riickstand mit wenig 
absolutem Alkohol aufgenommen und die alkoholische Losung 
mit einer gesiittigten absolut-alkoholischen LOsung von Jod- 
natrium kurze Zeit erwiirmt. Das Filtrat von dem_hierbei 
ausgeschiedenen Chlornatrium lieferte beim ruhigen Stehen die 
charakteristischen, langen, weiben Nadeln des in Alkohol 
schwer ldéslichen, unten noch zu erwahnenden Hydrojodids des 
| 2,3-Trimethylguanidins, die beim Erhitzen im Schmelzrohrehen 
bis 290° noch unveriindert waren. 

Die im Vorstehenden bereits mehrfach erwiihnte Methode 
zur Darstellung von methylierten Guanidinen, die in der Be- 
handlung der Halogenalkyladditionsprodukte der Thioharnstoffe 
oder der freien Alkylpseudothioharnstoffe mit Aminbasen_ be- 
steht, kann natiirlich auch fiir die Bereitung des symmetrischen 
Trimethylguanidins dienen. Sie bietet hier noch den Vorteil — 
wenigstens bei Verwendung der Jodalkylate —, dab sich das 
eaktionsprodukt direkt in krystallisierter Form als Hydrojodid 
aus alkoholischer LOsung abscheiden kann. 

Als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von 1,2,3-Tri- 
methylguanidin wurde zunachst das Jodmethylat des sym- 
metrischen Dimethylsulfoharnstoffs oder das 1,2,5-Trimethyl- 
pseudothioharnstoffhydrojodid 

__/NHCH, 
CH,N=C HJ 
NSCH, 
verwendet. Dieses Additionsprodukt ist, im Gegensatz zu 
anderen, in absolutem Alkohol schwer loslich und scheidet sich 
daher beim Zusammenbringen einer konzentrierten, absolut- 
ulkoholischen L6sung von symmetrischem Dimethylsulfoharnstoff 
mit der berechneten Menge Jodmethyl, wobei starke Erwirmung 
eintritt, alsbald aus. Der Schmelzpunkt dieses Jodmethylates 
liegt bei 210—212°. Zur weiteren Kennzeichnung dieser Ver- 
bindung habe ich ein Goldsalz und ein Platinsalz dargestellt. 
Das Goldsalz, das starkes Erhitzen oder lange dauerndes Er- 
warmen seiner wiisserigen L6sung nicht vertrigt, erhielt ich, 
indem ich eine konzentrierte, wiisserige Losung des .Jodmethylates 
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durch frisch gefalltes Chlorsilber vom Jod befreite und das 
Filtrat vom Jodsilber mit Goldchloridldsung versetzte: An- 
wendung von Wirme wurde dabei vermieden. Das Aurat 
schmilzt bei ca. 122° und bildet nadelférmige Krystalle. 

0,4717 g Substanz (bei 100° getrocknet): 0,2031 g Au: 
gef. 43,06°/o, ber. fiir (CS| NHCH,], -+- CH,Cl —- AuCl,) 43,03 °/o Au. 

Aus dem Filtrat der Goldbestimmung wurde ein Chloro- 
platinat erhalten: breite Nadeln und Tafeln vom Zersetzungs- 
punkt 192—194°. 

0.156% g Substanz (bei 100° getrocknet): 0,0411 g Pt: 
get. 30,13°/0 Pt, ber. ftir (CS| NHCH, |, +- CHCl), PtCl, 80,16°/o Pt. 

Das 1,2,3-Trimethylpseudothioharnstoffhydrojodid wurde 
nun in soviel absolutem Alkohol unter Erwarmen gelost, dal 
sich beim Erkalten nichts mehr ausschied, und die erhaltene 
Lésung mit 35°/oiger absolut-alkoholischer Methylaminlésung 
im verschlossenen Gefiih 24 Stunden beiseite gestellt. Unter 
Bildung von Merkaptan schieden sich schéne, lange Krystall- 
nadeln aus, die beim Erhitzen im Schmelzrohrchen bis 290" 
unveriindert blieben und in denen das in Alkohol schwer l6s- 
liche Hydrojodid des 1,2,3-Trimethylguanidins vorlag. 

Q.1511 ¢ Substanz (bei 100° getrocknet): 0,1538 g AgJ: 
gef. 55,00°/o, ber. fiir Trimethylguanidinhydrojodid, C,H, ,N, - HJ: 
95,38 °%/o J. 

Der Rest der Krystallnadeln wurde in wasseriger Losung 
durch feuchtes Chlorsilber in das Hydrochlorid tbergefiihrt und 
das Filtrat vom Jodsilber mit dem Filtrat der Analyse, aus dem 
das tiberschiissige Silber durch H,S entfernt worden war, ver- 
einigt. Nach starkem Einengen der Fliissigkeit lieh sich ein 
Goldsalz gewinnen, das den fiir 1,2,3-Trimethylguanidinaurat 
geforderten F. P. 156° aufwies. 

0.3080 g Substanz: 0.1377 g@ Au; gef. 44,71°%/o, ber. ftir 
C,H,,N, - HAuCl,: 44,69°/o Au. 

Auch beim ruhigen Stehen einer alkoholischen Losung 
des oben (S. 353) beschriebenen Jodiathylates des Dimethylsulfo- 
harnstoffs (1,3-Dimethyl, 2-iithylpseudothioharnstoffhydrojodids } 
mit alkoholischem Methylamin habe ich die Bildung derselben 
langen Nadeln von 1,2,3-Trimethylguanidinhydrojodid beobachtet : 
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weder in ihrem Verhalten beim Erhitzen, noch im Jodgehalt 
unterschieden sie sich von der aus dem Jodmethylat erhaltenen 
Verbindung. Wegen der leichten Loslichkeit des Jodiithylats 
in Alkohol diirfte sich dieses Additionsprodukt noch besser 
zur Darstellung von symmetrischem Trimethylguanidinhydrojodid 
eignen, als das entsprechende Jodmethylat. 

SchlieBlich habe ich das 1,2,3-Trimethylguanidin noch bei 
einigen Reaktionen aufgefunden, bei denen die Entstehung dieser 
Base nicht vorauszusehen war, so beim Erhitzen von 1,3-Di- 
methyl,2-athylpseudothioharnstoffhydrojodid mit Dimethylamin 
(und wahrscheinlich auch bei der gleichen behandlung des 
1, 2,3-Trimethylpseudothioharnstoffhydrojodids), beim Zusam- 
menbringen des Jodmethylats des Trimethylthioharnstoffs mit 
Methylamin, sowie bei der Einwirkung von Methylamin auf das 
Jodmethylat des Tetramethylthioharnstoffs (vgl. die Abschnitte 
X und XI). 

N(CH,), 
IX. 1,1,2,2-Tetramethylguanidin, HN = C_ 
‘N(CH,),. 

Diese bisher noch nicht beschriebene Base habe ich 
friiher'!) durch Erhitzen von Jodcyan mit Dimethylamin zu 
gewinnen versucht. Ebenso wie Jodcyan mit Methylamin sym- 
metrisches Dimethylguanidin liefert, konnte bei Verwendung 
von Dimethylamin das Auftreten von symmetrischem Tetra- 
methylguanidin erwartet werden. Ich erhielt indessen bei dem 
Versuch ein Goldsalz und ein Platinsalz, die beide, wie die 
Analyse zeigte, im wesentlichen aus unveriindertem Dimethyl- 
amin bestehen mufSten. Ware Tetramethylguanidin gebildet 
worden, so hatte es mir bei der Schwerloslichkeit seines Gold- 
salzes (s. unten) nicht entgehen kénnen. 

In neuester Zeit habe ich mich, in der Absicht, die 
1,1,2,2-Tetraverbindung darzustellen, des Imidokohlensiureesters, 
HN = C(O- C,H,),, als Ausgangsmaterials bedient. Da dieser 
Ester mit Ammoniak, wie bereits Sandmeyer beobachtet hatte 
und wie ich bestitigen konnte, Guanidin (s. 8S. 341), mit Methyl- 
amin symmetrisches Dimethylguanidin (s. S. 348) bildet, hiitte 





1) Diss. Marburg, 1907 u. Arch. d. Pharm., Bd. 247, 5. 495 u. 496. 
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bei Verwendung von Dimethylamin die folgende Gleichung sich 


vollziehen kénnen: 
HN =C(O-C,H,), ++ 2 NH(CH,), = HN=C(N[CH,],), -+ 2 C,H,OH. 
Die Reaktion verlauft jedoch anders und im wesentlichen 


wird nur as-Dimethylharnstoff, 
N(CH. 
co’ 
\NH, 

gebildet. Der Versuch wurde in der Weise angestellt, da 
Imidokohlensiureester (nach Sandmeyer bereitet, Ber. 19, 862 
bis 867) mit Dimethylaminlésung im Uberschu8 im Bombenrohr 
mehrere Stunden auf 130—140°, einige Male auch auf 150 
bis 160°, erhitzt wurde, da bei 100° nur eine miabige Ein- 
wirkung zu verzeichnen war. Bei Anwendung einer wiisserigen 
Dimethylaminlésung lieferte das Reaktionsprodukt beim Einengen 
durchsichtige breite Nadeln. Wurde absolut-alkoholische Di- 
methylaminlésung benutzt, so schied sich meist schon beim 
Erkalten des Rohrinhalts eine krystallisierte Verbindung ab, 
deren Menge sich beim Einengen des Filtrates noch vermehrte. 
In allen Fallen zeigte der sti8 schmeckende Korper nach dem 
Umkrystallisieren aus Wasser oder Alkohol (grofe Tafeln) den 
K.P. 182—185°, Franchimont!) gibt fiir asymmetrischen Di- 
methylharnstoff 182° an. 

0,1042 g Substanz: 28 ccm N bei 14° und 754,2 mm Hg; 
gef. 31,72°/o, ber. fiir Dimethylharnstoff, C,ON,H, 31,86°/o N. 

Zur weiteren Identifizierung wurde eine Probe der er- 
haltenen Verbindung in konzentrierter wasseriger LoOsung mit 
gesiiltigter Oxalsiiureldsung zusammengebracht, worauf sich 
sofort Blittchen vom F. P. 105°, den auch van der Zande?) 
fiir das Oxalat des as-Dimethylharnstoffs beobachtete, aus- 
schieden. Ferner habe ich die bisher nicht beschriebenen Gold- 
und Platindoppelsalze des nach der obigen Methode gewonnenen 
as-Dimethylharnstoffs dargestellt. Das Goldsalz bildet in Wasser 
leicht lésliche Nadeln, die unscharf bei 105° schmelzen, und 
zeigt eine abnorme Zusammensetzung: (C,ON,H,), - HAuC],. 


') Rec. des trav. chim. des Pays-bas, Bd. 2, S. 122. 
*) Ibid., Bd. 8, S. 224. 
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0,3387 g Substanz (exsikkatortrocken): 0,1287 g Au; gef. 
38,00°/o Au. 

0,1689 g Substanz (exsikkatortrocken): 15,4 ccm N bei 12 ° 
und 756,5 mm Hg; gef. 10,87 °/o N, ber. fiir (C,ON,H,), - HAuCl, : 
38,20°/o Au und 10,88° 0 N. 

Bemerkenswert ist, da das eine der beiden vom Harn- 
stoff bekannten Goldsalze eine ganz analoge Zusammensetzung 
aufweist: (CON,H,), -HAuCl, (vgl. Heintz, Ann. d. Chem., 
Bd. 202, S. 264ff.). 

Das Platinsalz des as-Dimethylharnstoffs bildet in Wasser 
leicht losliche Tafeln, ist wasserhaltig und entspricht der Formel 
(C,ON,Hg). - H,PtCl,-+-2H,O. F.P. vor und nach dem Trocknen 
im Exsikkator, wobei vollstindige Wasserabgabe erfolgt, un- 
scharf ca. 115°. 

0,4931 g Substanz (lufttrocken) verloren im Exsikkator 
0,0293 g an Gewicht; gef. 5,94°/o, ber. fiir die wasserhaltige 
Verbindung vorstehender Formel 5,79°/o H,O. 

0,4078 g Substanz (exsikkatortrocken): 0,1346 g Pt; gef. 
33,01°/o, ber. fiir wasserfreie Verbindung 33,25°/o Pt. 

Fiir die Bildung des as-Dimethylharnstoffs aus dem Imido- 
kohlensiureester bestehen verschiedene Moglichkeiten ; beispiels- 
weise kénnte man sich vorstellen, da8 von den beiden Oxiithyl- 
gruppen des Esters die eine durch den Dimethylaminrest ersetzt 
wurde, wahrend die andere eine Abspaltung durch Hydrolyse 
erfuhr, worauf dann der entstandene Isoharnstoff sich in die 
normale Form umlagerte: 


HN = C(O - C,H,), —-> HN = C(N[CH,],)(OH) —-> 0 = C (N[CH,],) (NH,). 


Aufer dem asymmetrischen Dimethylharnstoff hatte sich 
bei der Einwirkung von (alkoholischem) Dimethylamin auf Imido- 
kohlenséureester stets auch eine geringfiigige Menge eines 
Korpers gebildet, der ein in hellgelben, verfilzten Nadeln kry- 
stallisierendes, in Wasser schwer lésliches Goldsalz lieferte. 
Zur Analyse reichte die Menge nicht aus, der Schmelzpunkt 
des Aurats war bei verschiedenen Darstellungen schwankend, 
zwischen 230 und 250°. Vielleicht ist dieses Goldsalz mit dem 
bei Kinwirkung von Dimethylamin auf Methylimidokohlensiure- 


25* 
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ester entstandenen (s. Abschnitt XI) identisch oder steht dem- 
selben nahe. 

War somit die Bildung von 1,1,2,2-Tetramethylguanidin 
nach den genannten Verfahren nicht zu konstatieren, so gelang 
die Darstellung dieser Base nach einer anderen Methode, niém- 
lich bei der Einwirkung von Ammoniak auf das Jodmethylat 
des Tetramethylsulfoharnstoffs. 

Zur Ausfiihrung dieses Versuches bereitete ich mir zuniichst 
den Tetramethylsulfoharnstoff nach den Angaben vonBerthoud!) 
und Delépine,?) indem ich Thiophosgen mit benzolischer Di- 
methylaminlésung im zugeschmolzenen Rohr mehrere Stunden 
im Dampfbad erhitzte. Das Reaktionsprodukt wurde dann von 
dem gebildeten Dimethylaminchlorhydrat durch Ausschiitteln 
mit Wasser befreit, die BenzollOsung verdunstet und der Ver- 
dunstungsriickstand aus Ather umkrystallisiert. Der Schmelz- 
punkt der Krystalle lag bei 78°, in Ubereinstimmung mit den 
Angaben von Delépine, wihrend Berthoud 73,8° beobachtet 
hatte. Der Tetramethylsulfoharnstoff wurde nun nach der Vor- 
schrift Delépines (1. ¢.) in atherischer Lésung mit Jodmethy! 
behandelt, worauf alsbald die Ausscheidung des Additions- 
produktes in Gestalt einer weifen, z. T. an den Wandungen 
und am Boden des Gefiibes anhaftenden Krystallmasse begann. 
Nach zweitiigigem Stehen des Gemisches im verschlossenen 
Gefaif bei Zimmertemperatur wurden die sehr hygroskopischen 
Krystalle schnell abgesaugt, mit Ather nachgewaschen, zwischen 
Filtrierpapier abgepreft und im Exsikkator aufbewahrt. 

Die Behandlung des Jodmethylats mit alkoholischem Am- 
moniak geschah in der bereits wiederholt geschilderten Weise: 
im Rohr bei Dampfbadtemperatur, die Dauer des Erhitzens 
betrug 9 Stunden. Das Reaktionsprodukt wurde stark einge- 
dunstet, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und durch 
feuchtes Chlorsilber vom Jod befreit. Das Filtrat vom Jod- 
silber lieferte nach dem Einengen und Versetzen mit Gold- 
chloridldsung ein in Wasser schwer lodsliches Goldsalz, das 


') Dissertation, Lausanne, 1905, S. 61. 
*) Bull. Soc. Chim. de France (4), Bd. 7, 8. 988—993. — Vgl. auch 
Q. Billeter, Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd, 43, S. 1857. 
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nach zweimaligem Umkrystallisieren den Schmelzpunkt 142° 
zeigte. Beim Aufldsen in heiBem Wasser wird das Aurat zu- 
erst 6lig, auch beim Erkalten der Lésung scheidet es sich bis- 
weilen 6lig aus, um aber bald in die krystallisierte Form 
(Naidelchen) tiberzugehen. 

0,4290 g Substanz: 0,1869 g Au; gef. 43,57°/o, ber. fiir 
C,H,3N, - HAuCl,: 43,32°/o Au. 

Das Filtrat der Analyse wurde nochmals ins Goldsalz 
iibergefiihrt, das wieder bei 142° schmolz. 

0,1542 g Substanz: 0,0668 g Au; gef. 43,32°/o, ber. 
43,32°/o Au. 

In der Mutterlauge des zuerst analysierten Aurates war 
noch eine andere Goldverbindung von hédherem Schmelzpunkt 
und hédherem Goldwert in geringer Menge enthalten. Dieses 
Goldsalz schmolz unscharf zwischen 210 und 220° und gab bei 
der Analyse 45,71°/o Au. 

Bei einer Wiederholung des Versuchs erhielt ich das- 
selbe Tetramethylguanidingoldsalz, der Schmelzpunkt lag dies- 
mals bei 142—144 °. 

0,2496 g Substanz: 0,1080 g Au; gef. 43,27°/o0 Au. 

0,1697 g Substanz: 13,5 cem N bei 12° und 748,5 mm Hg; 
gef. 9,38°/o N. Ber. fiir C;H,,N,-HAuCl,: 43,32°/o Au und 
9,25°%/o N. 

Das dem Goldsalz entsprechende Platinat bildet in Wasser 
sehr leicht lésliche Nadelchen. Auch das Pikrat des 1,1,2,2-Tetra- 
methylguanidins ist in Wasser ziemlich leicht loslich, weshalb 
es sich bei einem Uberschu8 an Pikrinsiure mit dieser ver- 
mengt ausscheiden kann, es bildet Nadeln, die in charakte- 
ristischer Weise zu viereckigen, gleichseitigen Tafeln zusammen- 
gelagert sind; der Schmelzpunkt des Pikrats liegt bei 130°. 

Die Einwirkung von Ammoniak auf das Jodmethylat des 
Tetramethylsulfoharnstoffs kann man sich auch hier’) in der 
Weise vorstellen, daB zunichst, wenigstens in gewissem Um- 
fang, die freie Pseudothioharnstoffbase gebildet wird, die dann 
weiter mit dem Ammoniak unter Bildung des Guanidins in 


1) Vgl. oben, Abschnitt I. 
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Reaktion tritt. Das methylierte Guanidin wird als stirkste Base 
den Jodwasserstoff an sich binden und der Prozef geht so fort, 
bis schlieBlich alles Jodmethylat in das jodwasserstoffsaure 
Guanidin umgewandelt ist. Der aus dem Tetramethylthioharn- 
stoffjodmethylat entstandenen, bisher noch nicht untersuchten 
freien Base miiBte man, da eine Abspaltung von Jodwasserstoff 
aus diesem Jodmethylat nicht mehr stattfinden kann, im Gegen- 
satz zu den anderen Alkylpseudothioharnstoffen eine hydroxyl- 
haltige Formel: 
CH,S. _,N(CH,), CH, N(CH,), 

| bind | oder vielleicht besser sg ee 

HO” N(CH,), HOZ ‘N(CH,), 
zuschreiben, sie wiirde sich an die Seite der Sulfonium- und 
Ammoniumbasen stellen. Die zwischen der hydroxylhaltigen 
Base und Ammoniak sich abspielende Reaktion muf, wie man 
auch des niiheren den Verlauf formulieren will, unter Abspal- 
tung von Merkaptan und Wasser jedenfalls zum symmetrisch 
vierfach substituierten Guanidin fihren. 


/ N(CH). 
X. 1,1,2,3-Tetramethylguanidin, CH,N = C 


NNH - CH,. 


Das bisher noch nicht beschriebene unsymmetrische Tetra- 
methylguanidin konnte beim Behandeln von 1,2,3-Trimethyl- 
pseudothioharnstoff mit Dimethylamin erhalten werden nach der 
folgenden Gleichung: 

S: CH, | J NCHS): - 
CH,N = C +. NH(CH,), = CH,N=C +. CH,SH. 
\NH - CH, NNH - CH, 


Zur Darstellung des Trimethylpseudothioharnstoffs wurde 
die konzentrierte wiisserige Lisung des Dimethylthioharnstoff- 
jodmethylats (s. S. 365) mit starker Kalilauge versetzt, das ab- 
geschiedene Ol ausgeiithert, die itherische Losung tiber Chlor- 
calcium getrocknet und alsdann in einem starkwandigen Gefab 
an der Saugpumpe verdunstet. Bei einem bestimmten Punkte 
der Konzentration schieden sich an den Wandungen des Gefafes 























” : , ‘ Qn-o 
Zur Kenntnis der methylierten Guanidine. 373 


Krystalle ab, die wohl aus einer Verbindung des Pseudothioharn- 
stoffs mit Ather bestanden und beim weiteren Saugen wieder 
verschwanden, worauf eine dlige Fliissigkeit hinterblieb. Das Ol 
wurde nun in einem starken UberschuB von 33°/o iger alkoholischer 
Dimethylaminlésung aufgelést und das Gemisch 14 Tage lang im 
verschlossenen Gefiifi bei Zimmertemperatur sich selbst tiber- 
lassen. Hierauf lieh ich das Reaktionsprodukt in einer flachen 
Schale freiwillig verdunsten. Der Geruch nach Merkaptan war 
bei dieser Reaktion nur wenig intensiv, immerhin aber deutlich 
zu erkennen, besonders beim Verdunsten der Losung in der 
Schale. Der Verdunstungsriickstand, der teilweise krystallinisch, 
z. T. noch olig war, brauste beim UbergieBen mit Salzsiiure 
infolge von Kohlensiiureentwicklung stark auf und gab mit 
Goldehlorid ein Goldsalz, das aber noch nicht einheitlich war. 
Dem Aurat des Tetramethylguanidins war niamlich das Gold- 
salz von unveriindert gebliebenem Pseudothioharnstoff beige- 
mengt. Da das letztere in wisseriger LOsung gegen Wiirme 
empfindlich ist (s. 5. 365), gelang die Trennung der beiden Salze 
in der folgenden Weise. Das Gemisch wurde auf dem Dampfbad 
zur Trocxene verdunstet, der Riickstand in heifem Wasser ge- 
lost, die Losung vom ausgeschiedenen Gold durch Filtrieren 
befreit und das Filtrat nach erneutem Zusatz von Goldchlorid 
wieder zur Trockene verdampft. Diese Operation wiederholte 
ich so lange, bis eine klare, beim Erhitzen nicht mehr zersetz- 
liche Goldl6sung resultierte, aus der sich beim Erkalten das 
Aurat des Tetramethylguanidins ausschied. Nach nochmaligem 
Umkrystallisieren zeigte dieses Goldsalz den Schmelzpunkt 
115—117°. 

0,0987 g Substanz: 0,0426 g Au; gef. 43,16°/0, ber. fiir 
CH,,N, - HAuCl,: 43,32 °%/o. 

Da das Aurai des 1,2,3-Trimethylpseudothioharnstoffs, 
wie oben (S. 366) erwéhnt, nur wenige Grade hoher schmilzt, 
ca. 122°, und auch einen ganz naheliegenden Goldwert: 43,03 °/o 
verlangt, fiihrte ich, um sicher zu gehen, mit dem erhaltenen 
Goldsalz noch eine Stickstoffbestimmung aus, obschon die 
Anwesenheit des Harnstoffgoldsalzes nach der vorausgegangenen 
Behandlung nicht mehr wahrscheinlich war. Trotz der geringen 
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Substanzmenge erhielt ich bei Benutzung eines engkalibrigen 
Eudiometers ein eindeutiges Resultat. 

0,0493 g Substanz: 4,1 ccm N bei 16° und 738,9 mm Hg; 
gef. 9,55°/o N. Berechnet fiir Tetramethylguanidinaurat: 9,25 °/o, 
fiir das Goldsalz des Trimethylpseudothioharnstoffs: 6,13°/o N. 

Bemerkt sei, daf beim Arbeiten mit kleinen Mengen die 
Reinigung des Goldsalzes nach dem geschilderten Verfahren 
leicht gelingt. Wendet man grofere Mengen an, so _ bereitet 
die Isolierung des Aurats Schwierigkeiten, ist aber auch hier 
bei einiger Ausdauer sehr wohl ausfiihrbar, wie ich mich bei 
einer Wiederholung des Versuchs mit 12 g 1,2,3-Trimethyl- 
pseudothioharnstoffhydrojodid als Ausgangsmaterial tiberzeugen 
konnte. Bei diesem Versuch erhielt ich wieder das bei 115 
bis 117° schmelzende, in Nadeln krystallisierende Aurat des 
Tetramethylguanidins. 

0,2015 g Substanz: 0,0873 g Au; gef. 43,32°/o Au. 

0.1542 g Substanz: 12,4 ccm N bei 16° und 752,9 mm Hg; 
gef. 9,41°%/o N. Berechnet fiir C,H,,N, - HAuCl, :43,32°/o Au 
und 9,25°%/o N. 

Das dem Goldsalz entsprechende Platinat habe ich bis 
jetzt in einwandfreier Form noch nicht erhalten kénnen, es 
ist in Wasser jedenfalls sehr leicht l6slich. 

Auch das Pikrat des unsymmetrischen Tetramethylgua- 
nidins ist in Wasser ziemlich leicht léslich, es bildet kurze 
Prismen vom Schmelzpunkt 158—160°. 

Das 1,1,2,3-Tetramethylguanidin laBt sich ferner beim 
Erhitzen von 1,2,3-Trimethylpseudothioharnstoffhydrojodid 
(s. S.365) mit Dimethylaminlésung gewinnen, dabei entsteht aber 
offenbar auch symmetrisches Trimethylguanidin, wie der folgende 
Versuch lehrt. 

Das genannte Hydrojodid wurde in kalt gesattigter alko- 
holischer Lésung mit Dimethylamin in bekannter Weise im 
Dampfbad erhitzt. Das klare Reaktionsprodukt wurde verdunstet 
und der Trockenriickstand mit wenig kaltem absolutem Alkohol 
behandelt, wobei eine geringe Menge von weifen Nadeln un- 
gelist blieb. Aus diesen Nadeln wurde nach Entfernung des 
Jods ein Goldsalz vom F. P. 155—158° erhalten; symme- 
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trisches Trimethylguanidinaurat schmilzt bei 156°. Das in Al- 
kohol Geléste wurde ebenfalls in das Goldsalz tibergefiihrt, 
das nach zweimaligem Umkrystallisieren bei 117—-118° schmolz 
(vgl. oben 115—117°) und auch den fiir Tetramethylguanidin- 
aurat von der Theorie geforderten Goldwert ergab. 

0,1409 g Substanz: 0,0610 g Au; gef. 43,29°/o, ber. fiir 
C5H,,N, - HAuCl, : 43,32 °/o Au. 

Von unverandertem 1,2,3-Trimethylpseudothioharnstoft 
war bei diesem Versuch kaum etwas zu bemerken, allerdings 
gaben die Mutterlaugen des analysierten Goldsalzes nach dem 
Eindampfen zur Trockne und Gliihen mit Soda und Salpeter 
eine zwar nicht sehr starke, aber deutliche Schwefelreaktion. 

Zu einem iihnlichen Resultat fiihrte ein Versuch, der 
unter denselben Bedingungen wie der zuletzt erwéhnte aus- 
gefiihrt wurde, nur dafi diesmal statt des Jodmethylats des 
s-Dimethylsulfoharnstoffs oder des 1,2,3-Trimethylpseudothio- 
harnstoffhydrojodids das entsprechende Jodiithylat oder das 
1,3-Dimethyl,2-athylpseudothioharnstoffhydrojodid (s. S. 353) 
verwendet wurde. Da im Gegensatz zu dem in Alkohol schwer 
lislichen Jodmethylat das Jodithylat spielend leicht léslich ist, 
wurde bei diesem Versuch das letztere direkt in 33°/oigem, 
alkoholischem Dimethylamin aufgelést. Diese stirkere Kon- 
zentration war wohl auch der Grund, weshalb in diesem Falle 
das symmetrische Trimethylguanidin in gréferer Menge ge- 
bildet wurde. Der Rohrinhalt war nimlich nach dem Erkalten 
zunichst vollstindig klar, beim Schiitteln des Rohres schieden 
sich aber bereits feine, weife Krystallnadeln aus, deren Menge 
beim Einengen des Reaktionsproduktes sich noch vermehrte. 
Ohne Riicksicht auf diese Ausscheidung zu nehmen, dampfte 
ich die Fliissigkeit bis zur Trockne ein und nahm den Trocken- 
rickstand mit wenig absolutem Alkohol auf. Das Ungeldste 
erinnerte in seinem Aussehen sehr an das Hydrojodid des 
1,2,3-Trimethylguanidins und blieb auch beim Erhitzen im 
Schmelzréhrchen bis 290° unverindert. Ein daraus dargestelltes 
Goldsalz bildete Nadeln vom F. P. 155—156°. 

0,0966 g Substanz: 0,0432 g Au; gef. 44,72°/o, ber. fiir 
C,H, ,N, - HAuCl, : 44,69°/o Au. 
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Aus dem Filtrat der Goldbestimmung wurde wieder in 
der auf S. 365 angegebenen Weise das in den charakteristischen 
langen Prismen krystallisierende Hydrojodid erhalten. Das vom 
Alkohol Aufgenommene wurde gleichfalls in das Aurat tiber- 
gefiihrt, das nach dreimaligem Umkrystallisieren, wobei sich 
allerdings seine Menge sehr verringerte, bei 115° schmolz. 

0,0590 g Substanz: 0,0255 g Au; gef. 43,22°/o, ber. fiir 
Tetramethylguanidinaurat: 43,52 °/o Au. 

Aus den vereinigten Mutterlaugen des analysierten Salzes 
wurde noch eine weitere Krystallisation erzielt, die unscharf 
zwischen 100 und 105° sich zersetzte, aber der Analyse nach 
auch im wesentlichen aus Tetramethylguanidingoldsalz be- 
stehen mubte: 

0.1110 g Substanz: 0,0485 g Au; gef. 43,69 °/o, ber. fiir 
C.H,,N, - HAuCl, : 43,32%/o Au. 

Wie die Bildung des symmetrischen Trimethylguanidins 
bei den beiden zuletzt beschriebenen Versuchen zustande 
kommt, lift sich noch nicht mit Bestimmtheit sagen; man 
kann annehmen, daf ein Teil des Jodathylats (bezw. Jod- 
methylats) auf anderweitige Art eine Zersetzung unter Ab- 
spaltung von Methylamin erfahrt, das sich dann mit unver- 
iindert gebliebenem Jodiathylat (Jodmethylat) in bekannter 
Weise unter Entstehung von 1,2,3-Trimethylguanidin umsetzt. 

Das Auftreten des unsymmetrischen Tetramethylguanidins 
hiitte man auch noch bei einer anderen Reaktion erwarten 
kénnen, niimlich bei der Einwirkung von Methylamin auf das 
Jodmethylat des Trimethylsulfoharnstoffs oder das 1,1,2,3-Te- 
tramethylpseudothioharnstoffhydrojodid im Sinne der folgenden 
Gleichung : 

NCHS), | /NCH,). ; 
CH,N = CC +. NH,CH, = CH,N = CO -. CH,SH. 
‘SCH, NHCH, 

Es konnte jedoch bei dieser Reaktion keine Spur von 
Tetramethylguanidin nachgewiesen werden; das gebildete Gua- 
nidin war vielmehr ausschlieBlich die 1,2,3-Trimethylverbindung, 
gleichgiiltig ob der Versuch bei 100° oder bei gewohnlicher 
Temperatur angestellt wurde. Das als Ausgangsmaterial die- 
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nende Trimethylsulfoharnstoffjodmethylat ist bereits oben (5S. 358) 
beschrieben worden, es bildete einen etwas braun gefirbten 
zihen Sirup. Ein Teil dieses Sirups wurde in einem Uberschub 
von 33°%/oiger alkoholischer Methylaminlésung gelést und die 
Lisung im Bombenrohr 7—8 Stunden auf Dampfbadtemperatur 
erhitzt. Nach dem Erkalten hatten sich in dem Rohr lange 
weibe Krystallnadeln ausgeschieden. Ohne Riicksicht hierauf 
zu nehmen, wurde das Reaktionsprodukt bis zur Trockne ein- 
geedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen und nach 
Entfernung des Jods durch Chlorsilber in ein Goldsalz iiber- 
gefiihrt, das nach zweimaligem Umkrystallisieren aus heifem 
Wasser bei 157—158° schmolz (F. P. des symmetrischen 
Trimethylguanidinaurats 156°). 

0.3322 g Substanz: 0,1485 g Au: gef. 44,70%/o, ber. fiir 
C,H,,N, - HAuCl, : 44,699/o Au. 

Das Filtrat der Goldbestimmung wurde zur Darstellung 
des Platinates, das entsprechend friiheren Beobachtungen bei 
226 —227° schmolz, verwendet. 

0,1656 g Substanz: 0,0526 g Pt; gef. 31,76 %/o, ber. fiir 
(C,H,,N,), - H,PtCl, : 31,83 °%/o Pt. 

Der Rest des Goldsalzes wurde nach Entfernen des Golds 
durch H,S in das Hydrojodid tbergefihrt (vgl. S. 365): schine 
weifie Nadeln, die sich bis 290° nicht veriinderten. 

Aus den vereinigten Goldmutterlaugen erhielt ich beim 
vorsichtigen Eindunsten noch eine ganze Reihe von Krystalli- 
sationen, die alle das gleiche Aussehen und den _ gleichen 
Schmelzpunkt (ca. 156°) zeigten. Ware unsymmetrisches Te- 
tramethylguanidinaurat, dessen in Wasser schwer losliches 
Goldsalz bei 115—117° schmilzt, beigemengt gewesen, so hiitte 
dadurch eine Beeinflussung des Schmelzpunktes — stattfinden 
mussen. 

Als der gleiche Versuch bei Zimmertemperatur angestellt 
wurde, schieden sich aus der im verschlossenen Gefiif be- 
findlichen Loésung allméhlich die langen weifen Nadeln des 
Trimethylhydrojodids aus. Nach ca. 14 Tagen schienen sich 
diese nicht mehr zu vermehren, sie wurden deshalb abfiltriert 
und das Filtrat zur Trockne verdunstet, wobei nur ein spar- 
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licher Riickstand hinterblieb. Aus dem letzteren wurde ver- 
sucht, ein Goldsalz zu erhalten: aufer wenigen Niédelchen, 
die wohl aus Trimethylguanidinaurat bestanden, lieferte die 
Goldlésung auch beim starken Konzentrieren nur etwas re- 
duziertes Gold. Die Ausbeute an Hydrojodid hatte bei diesem 
Versuch ca. 90°/o der theoretischen Menge betragen, dabei 
ist zu beriicksichtigen, daf der als Ausgangsmaterial gewogene 
zihe Sirup jedenfalls noch nicht ganz wasserfrei war. 

Die Entstehung von symmetrischem Trimethylguanidin 
bei der Einwirkung von Methylamin auf 1,1,2,3-Tetrame- 
thylpseudothioharnstoff kann man sich in der Weise vor- 
stellen, dafi aus anfangs gebildetem as-Tetramethylguanidin, 
CH,N = C(N/CH,)|,)(NHCH,), eine Verdriingung des Dimethyl- 
aminrestes durch den Methylaminrest stattfand, oder dafi der 
Tetrapseudothioharnstoff, CH,N = C(N[CH,],)(SCH;,), selbst diese 
Verdringung erfuhr und die dabei resultierende Trimethyl- 
verbindung, CH,N = C(NHCH,)(SCH,), mit Methylamin in be- 
kannter Weise in Reaktion trat. Der Ersatz von Dimethylamin 
durch Methylamin lift sich so denken, daf das Tetramethyl- 
guanidin bezw. der Pseudothioharnstoff zunichst an die Doppel- 
bindung Methylamin anlagern, worauf dann eine Abspaltung 
von Dimethylamin aus den entstandenen labilen Zwischen- 


korpern erfolgt: 


N(CH,), CHHN N(CH), a 
CH,N = C7 > "4 |—> ( 
-NHCH, a ee 
= Adega es + sits y 
oder: 
J NCHs)2 | CHAN N(CH): | ay 
CH,N = C’ —> | C = I 
\SCH, | CH,HN% SCH, | cue’ ‘cH. 


Der Nachweis des gebildeten Dimethylamins gelang in 
der Tat bei einem zu diesem Zwecke ausgefiihrten Versuch. 
Das Jodmethylat wurde wieder wie oben mit Methylaminlésung 
erhitzt, das Reaktionsprodukt in einem Erlenmeyer-Kolben 
eingedampft; die hierbei entwickelten fliichtigen Produkte 
wurden durch einen hindurchgesaugten Luftstrom mitgefiihrt 
und in konzentrierter Salzséure aufgefangen. Die weiflich ge- 
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triibte salzsaure LOsung klirte ich durch Filtrieren und engte 
das Filtrat noch etwas ein. Kine Probe der eingeengten Fliissig- 
keit wurde mit gesiattigter Natriumnitritlbsung erst bei ge- 
wohnlicher Temperatur, dann bei gelinder Wiirme behandelt, 
bis die beim Zusammenbringen der beiden Lésungen sofort 
einsetzende Gasentwicklung aufhérte. Dann wurde mit Ather 
ausgeschittelt und der atherische Auszug verdunstet. Den 
Riickstand, der vielleicht noch eine geringe Menge von sal- 
petrigsaurem Salz enthalten konnte, nahm ich nochmals mit 
einem Gemisch von Ather und Chloroform auf. Der nach dem 
Verdunsten dieser LOsung verbleibende 6lige Riickstand gab 
mit Phenol und konzentrierter Schwefelsiure eine ausge- 
sprochene Liebermannsche Nitrosoreaktion. Zur Kontrolle 
wurde eine Probe der zum Versuch verwendeten Methylamin- 
lisung nach dem Ansduern mit Salzséure in der gleichen 
Weise behandelt: der Ausfall der Nitrosoreaktion war _ hier 
ein negativer. 

Um nun das Dimethylamin von dem in grofer Menge 
vorhandenen Methylamin zu trennen, wurde die vorhin er- 
wihnte eingeengte salzsaure Loésung mit Goldchlorid versetzt. 
Da das Dimethylaminaurat schwerer loéslich als das Methylamin- 
goldsalz ist, konnte man jenes Salz in den ersten Krystalli- 
sationen erwarten. beim vorsichtigen Kinengen der Goldlésung 
schieden sich Krystalle aus, die unscharf bei 175—180° schmolzen 
(Ff. P. des Dimethylaminaurats: 205°, des Methylaminaurats: 
216—218°). Eine Analyse dieser Krystalle ergab, daB ein Ge- 
menge der beiden Aurate vorliegen mubte: 

0,4542 g Substanz (ohne wesentliche Gewichtsabnahme 
bei 100° getrocknet): 0,2360g Au; gef. 51,96°/o, ber. fiir 
CH,N . HAuCl,:51,21°/o, fiir CH,N - HAuCl, :53,149/o Au. 

Aus dem Filtrat der Goldbestimmung wurde nochmals 
ein Aurat dargestellt, das ebenfalls unscharf bei ca. 180° 
schmolz und wider Erwarten einen noch héheren Goldgehalt 
aufwies: 

0,1191 g Substanz (bei 100° ohne wesentliche Gewichts- 
abnahme getrocknet): 0,0626 g Au; gef. 52,56°/o, ber. 51,21°/o 
bezw. 53,149/o Au. 
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Aus der Mutterlauge des zuerst analysierten Goldsalzes 
erhielt ich noch zwei weitere Krystallisationen, die bei 187—192° 
und bei 188—193° schmolzen. Da sie jedenfalls auch Gemenge 
darstellten, wurden sie mit der Mutterlauge des Goldsalzes der 
zweiten Analyse vereinigt und nach Zugabe von Wasser in 
Losung gebracht. Nach Entfernen des Goldes durch H,S fiigte 
ich dem Filtrat vom Schwefelgold das Filtrat der zweiten Gold- 
bestimmung hinzu und engte die Fliissigkeit stark ein. Auf 
Zusatz von Platinchlorid liefen sich durch vorsichtiges Einengen 
der Platinldsung nacheinander 4 Krystallisationen erzielen. Die 
beiden ersten, die vorwiegend das schwerer loésliche Methyl- 
aminplatinat enthalten mufbten, schmolzen tibereinsfimmend bei 
ca. 225°(F. P. des Methylaminplatinats 224°, des entsprechenden 
Dimethylaminsalzes 211-—212°). Die Krystallisationen II und IV 
zeigten die Schmelzpunkte 208—210° bezw. 209—211° und 
bestanden wohl im wesentlichen aus Dimethylaminplatinat; zur 
Analyse war indessen die Menge etwas zu gering. 

Nachdem so die Gewinnung eines reinen Dimethylamin- 
salzes in hinreichender Menge nicht gelungen war, fihrte 
schlieBlich das folgende Verfahren zum Ziel. Die erwahnten 
4 Platinkrystallisationen wurden wieder in Wasser gelést und 
mit ihrer Mutterlauge vereinigt. Durch Schwefelwasserstoff 
wurde das Platin entfernt, das gleiche geschah mit dem Gold 
aus der noch vorhandenen Hauptmutterlauge, die bei langerem 
Stehen nichts mehr ausgeschieden hatte; die vereinigten Filtrate 
von den Edelmetallsulfiden wurden stark konzentriert und nach 
Zusatz von wenig Salzsiure mit festem Natriumnitrit erst bei 
gewOhnlicher Temperatur, dann bei gelinder Wirme behandelt, 
bis keine Gasentwickelung mehr stattfand. Die Fliissigkeit wurde 
dann mit Ather ausgeschiittelt und die itherische Lésung ver- 
dunstet. Das hierbei restierende Ol, in welchem das Nitroso- 
dimethylamin vorliegen mufbte, wurde einige Stunden mit starker 
Salzsdure auf dem Dampfbade erwarmt. Auf Zugabe von Gold- 
chlorid zu der salzsauren Lésung schieden sich allméhlich gelbe 
Nadeln aus, die, verglichen mit reinem Dimethylaminaurat, be! 
derselben Temperatur: 205° schmolzen und auch den verlangten 
Goldgehalt aufwiesen. 
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0,1003 g Substanz: 0,0515 g Au; gef. 51,35°/o, ber. fiir 
C,H,N, - HAuCl,: 51,21°/o Au. 

Die Mutterlauge des Aurats wurde durch H,S vom Gold 
befreit und das Filtrat vom Schwefelgold nach Vereinigung 
mit dem Filtrat der Analyse stark eingeengt. Nach Zugabe 
von Platinchlorid und weiterem Konzentrieren schieden sich 
beim ruhigen Stehen gut ausgebildete, prismenformige Krystalle 
aus, die, mit reinem Dimethylaminplatinchlorid verglichen, das- 
selbe Aussehen und denselbenSchmelzpunkt: 211—212° zeigten. 

Es kann somit keinem Zweifel unterliegen, da’ bei der 
Einwirkung von Methylamin auf das 1,1,2,3-Tetramethylpseudo- 
thioharnstoffhydrojodid eine Abspaltung von Dimethylamin 
stattfindet. 


uv 
“- 


yN CH,) 
XI. Pentamethylguanidin, CH,N = C 
NN(CH,),. 


Das fiinffach methylierte Guanidin ist bisher noch nicht 
bekannt gewesen. Man durfte hoffen, dafi sich diese Verbindung 
aus Methylimidokohlensiureester und Dimethylamin _ bilden 
wiirde, ebenso wie aus dem genannten Ester und Methylamin 
symmetrisches Trimethylguanidin entstanden war (vgl. Ab- 
schnitt VIII). Wie die folgenden Versuche lehren, verliauft jedoch 
hier beim Dimethylamin, das tbrigens auch bei seiner Ein- 
wirkung auf Imidokohlensiureester nicht das erwartete Produkt 
geliefert hatte (s. Abschnitt IX), die Reaktion anders. 

Das beim Methylieren des Imidoesters erhaltene Ol 
(s. S. 342) wurde mit tiberschiissiger alkoholischer Dimethyl- 
aminlésung im Rohr eingeschlossen und mehrere Stunden lang 
auf 150—160" erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde stark ein- 
geengt, der Riickstand mit Salzsiiure aufgenommen und die 
saure Lisung nach dem Filtrieren mit Goldchlorid versetzt. 
Es schied sich sofort ein schwer lisliches Goldsalz aus, das 
nach dem Umkrystallisieren aus heifem Wasser in hellgelben, 
aus verfilzten Naidelchen bestehenden, voluminésen Massen re- 
sultierte; die Menge des Goldsalzes war stets nur eine geringe, 
weshalb ich es bis jetzt noch nicht geniigend habe charakte- 
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risieren kOnnen, es zersetzte sich unscharf bei 250—252°. Nach- 
stehend gebe ich die analytischen Daten von Proben verschie- 
dener Darstellungen (J, II, Ill). 

|. 0,4559 g Substanz (bei 100° getrocknet): 0,1672 g Au: 
gef, 36,68°/o Au. Ber. fiir Pentamethylguanidinaurat 42,02°/o Au. 
Nach nochmaligem Umkrystallisieren: 

0.2243 g Substanz: 0,0841 g Au (als Schwefelgold gefallt) 
und 0,2427 g AgCl: gef. 37,49°/o Au und 26,75°/o C1. 

0,1426 g Substanz: 16,1 ccm N bei 13° und 754,53 mm Hg: 
gef. 13,37°%/o N. 

Il. 0,2010 g Substanz: 0,0737 g Au; gef. 36,67°/o Au. 

I]. 0,8058 g Substanz: 0,1883 g CO, und 0,0751 g H,0O; 
gef, 16,799%o G und 2,75°/o H. 

Diesen Daten wiirde am besten ein Goldsalz von der 
Formel C,H, .N,,0,Au,Cl, entsprechen, das folgende Werte ver- 
langt: 16,97°/o C; 2,85°/o H; 138,24°/o N; 3,02°/o O; 37,18°9/o Au 
und 26,749/o Cl. Indessen halte ich eine derartige Formel nicht 
fiir sehr wahrscheinlich, es diirfte das Goldsalz in den ver- 
schiedenen Proben nicht in gleichem Mafe rein gewesen sein 
und daher in Wirklichkeit wohl einer einfacheren Formel ent- 
sprechen. Beispielsweise kénnte eine Verbindung von der Zu- 
sammensetzung C,H,,N;0 - HAuCl,, die 16,05°/o CG; 2,69°/o H; 
13,41°/o N; 3,05°/o O; 37,68°/o Au und 27,10°/o Cl enthalt und 
das Aurat des Tetramethylammelins darstellt, in Betracht 
kommen. Das Tetramethylammelin: C,N,(N[CH,],).(OH) wiirde 
sich vielleicht nach Methoden gewinnen lassen, wie sie von 
Hofmann!) und von Weddige?) fiir die Darstellung von Di- 
methylammelin (zweifach methylamidierter Cyanursaure) an- 
gegeben worden sind. Da jedoch das von mir erhaltene Goldsalz 
sicher kein einfaches Guanidinderivat ist, die Feststellung seiner 
Identitit somit dem eigentlichen Gegenstand meiner Unter- 
suchungen etwas fern liegt, habe ich weitere Versuche zu seiner 
Identifizierung nicht unternommen. 

Ebensowenig wie aus Methylimidokohlensiéureester und 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd, 18, S. 2770. 
*) Journ. f. prakt. Chem. (2), Bd. 33, S. 89. 
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Dimethylamin lief} sich aus Methylimidodithiokohlensaureester 
und Dimethylamin das Pentamethylguanidin bereiten. Der nach 
den Angaben von Delépine (s. 8S. 343) dargestellte Thioester, 
CH,N = C(SCH,),, wurde mit einem starken Uberschu8 von 
33°/oigem alkoholischen Dimethylamin im zugeschmolzenen Rohr 
12 Stunden auf Dampfbadtemperatur erhitzt. Das Reaktions- 
produkt erstarrte nach sehr starkem Einengen beim Erkalten 
krystallinisch, nach kurzem Stehen an der Luft waren die 
Krystalle aber wieder verschwunden, da sie sehr hygroskopisch 
sind. Auch in Alkohol ist der Korper sehr leicht loslich. Nach 
nochmaligem Erwiirmen auf dém Dampfbad und darauf folgendem 
Trocknen im Exsikkator wurde der Riickstand zweimal aus 
Ather umkrystallisiert. Die erhaltenen Krystaile wurden rasch 
zwischen Filtrierpapier abgepreft und lingere Zeit im Exsik- 
kator aufbewahrt. Der Schmelzpunkt, dessen Bestimmung wegen 
des hygroskopischen Verhaltens der Substanz sehr erschwert 
war, lag bei 70—74°, bei 60° war aber schon ein starkes 
Sintern zu verzeichnen. Ich vermutete in dem vorliegenden 
Korper den Trimethylharnstoff, da die Méglichkeit fiir die 
Entstehung dieser Verbindung gegeben war und die Eigen- 
schaften annahernd den Angaben Franchimonts') entsprachen. 
(F. P. des Trimethylharnstoffs nach Franchimont: 75,5°.) In- 
dessen gab eine Stickstoffbestimmung einen zu hohen N-Wert: 

0,1176 g Substanz (exsikkatortrocken): 29,2 ccm N bei 
18° und 746,7 mm Hg; gef. 28,62°/o, ber. fir C,ON,H,,: 
27,49 %7o N. 

Salze des Trimethylharnstoffs sind nicht beschrieben 
worden; es gelang mir aber, aus der erhaltenen Verbindung 
ein Goldsalz zu gewinnen, das der Formel: (C,H,,N,0), - HAuCl, 
entsprach und somit die gleiche Zusammensetzung wie das oben 
(5. 368) beschriebene Aurat des as-Dimethylharnstoffs: 

(C,H,N,O), - HAuCl, 
und das eine der beiden von Heintz (s. S. 369) dargestellten 
Goldsalze des Harnstoffs selbst: (CH,N,O), - HAuCl, aufwies. 
Das Trimethylharnstoffaurat bildet in Wasser leicht lds- 


) Rec. des trav. chim. des Pays-bas, Bd. 3, S. 227. 
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liche, kurze flache Nadeln, manchmal auch schoéne Tafeln; es 
scheidet sich beim Erkalten der warmen Lésung meistens erst 
Olig aus, um dann bald krystallinisch zu werden, und schmilzt 
(exsikkatortrocken) bei 73—75°. 

0,3021 g Substanz (exsikkatortrocken): 0,1096 g Au; gef. 
36,28°/o Au. 

0,1652 g Substanz: 0,0603 g Au und 0,1734 g AgCl; gef. 
36,50°/o Au und 25,95°/o Cl. 

0,0997 g Substanz: 9,1 ccm N bei 16° und 747,9 mm 
Hg; gef. 10,61°/o N. Ber. fiir (C,H,,N,O), - HAuCl,: 36,23 °/o Au; 
26,05 °/o Cl und 10,32°/o N. 

Zum Vergleich habe ich eine Probe von Trimethylharn- 
stoff dargestellt nach einem Verfahren, das Dixon!) zur Ge- 
winnung von mehreren zweifach substituierten Harnstoffen sowie 
von Methylphenylbenzylharnstoff benutzte und das nach ihm 
wahrscheinlich auch als eine allgemeine Methode zur Bereitung 
dreifach substituierter Harnstoffe dienen kann: Entschwefelung 
des entsprechenden Sulfoharnstoffs durch siedende alkoholische 
Silbernitratldsung. Zu diesem Zwecke wurde Trimethylsulfo- 
harnstoff, nach Dixon (I. ec.) bereitet, in alkoholischer Lésung 
mit einem Uberschu8 von Silbernitrat so lange im Sieden er- 
halten, bis eine herausgenommene filtrierte Probe auf Zusatz 
von Ammoniak keine Schwiirzung mehr zeigte. Dann wurde 
die erkaltete Mischung filtriert und das Filtrat nach Verdiinnen 
mit Wasser durch vorsichtigen Zusatz von Salzséure vom tiber- 
schiissigen Silber befreit. Das saure Filtrat vom Chlorsilber 
machte ich hierauf mit Barytwasser schwach alkalisch, ent- 
fernte den iiberschtissigen Baryt durch Einleiten von Kohlen- 
saure und dampfte das Filtrat vom Baryumcarbonat zur Trockne 
ein. Der Trockenriickstand wurde nunmehr mit Ather ausge- 
kocht und die atherische Lésung verdunstet. Es hinterblieben, 
in allerdings wenig ergiebiger Ausbeute, hygroskopische weibe 
Krystallnadeln, die nach dem Abpressen zwischen Filtrierpapier 
und Trocknen im Exsikkator bei 75° klar schmolzen, wahrend 
sie bei 70° bereits merklich zusammenzusintern begannen. Der 


*) Journ. of the Chem. Soc., Bd. 67, S. 556—565. |! 
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Schmelzpunkt des Trimethylharnstoffs liegt nach Franchimont 
(s. S. 383) bei 75,5°. Ein Teil der Nadeln wurde in wenig ver- 
diinnter Salzsaure gelést und mit Goldchlorid versetzt: aus der 
anfangs klaren LOosung schieden sich allmihlich flache Nadeln 
und Tafeln aus, die ganz den oben (S. 384) beschriebenen 
glichen und auch, nach dem Trocknen im Exsikkator, den- 
selben Schmelzpunkt wie diese: 73—75° aufwiesen. 

Erwahnt sei noch, daf ich eine Probe von Trimethylsulfo- 
harnstoff durch Kochen mit wasseriger Silbernitratlésung ent- 
schwefelt hatte. Die weitere Behandlung war die gleiche, wie oben 
beschrieben, nur wurde der Trockenriickstand nicht mit Ather, 
sondern mit absolutem Alkohol ausgekocht. Beim Verdunsten 
der alkoholischen Losung resultierten hygroskopische Krystalle, 
aus denen sich ein Oliges, bald krystallinisch werdendes, nach 
dem Trocknen im Exsikkator unscharf bei ca. 175° schmel- 
zendes Goldsalz darstellen lie}. Wie die Analyse ergab, handelte 
es sich um ein Gemenge von Methylamin- und Dimethylamin- 
aurat. Aus dem Filtrat der Analyse konnten zwei Platinsalze 
erhalten werden: schwerer losliche Bliattchen und leichter lés- 
liche Prismen, die im Au8eren grofe Ahnlichkeit mit Methyl- 
amin- bezw. Dimethylaminchloroplatinat zeigten. Es war in 
diesem Falle offenbar eine tiefer greifende Zersetzung eingetreten. 

Nach dem Vorstehenden diirfte es sich bei dem aus Methyl- 
imidodithiokohlensaéureester und Dimethylamin entstandenen 
Korper tatsaéchlich um Trimethylharnstoff handeln; allerdings 
haftete dem letzteren noch eine geringfiigige Verunreinigung an, 
die sein hygroskopisches Verhalten, seinen Schmelzpunkt und 
Stickstoffwert beeinfluBte, auf das dargestellte Goldsalz aber 
ohne Einflu8 war. Die Entstehung des Trimethylharnstoffs aus 
dem Thioester und Dimethylamin kann man sich leicht nach 
demselben Schema vorstellen, wie dies oben (S. 369) fiir die 
Bildung des as-Dimethylharnstoffs aus Imidokohlensdureester 
und Dimethylamin erdrtert wurde; von den beiden — SCH, — 
Gruppen wiirde die eine durch den Dimethylaminrest ersetzt, 
die andere hydrolytisch abgespalten werden, worauf der ent- 
standene Isoharnstoff in die normale Form sich umlagert: 
CH,N = C(SCH,), —> CH,N = C(N[CH,],) (OH) —-> 0 = C(N[CH,]},) (NHCH,). 

26* 
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Der Trimethylharnstoff entsteht mdglicherweise auch bei 
der Einwirkung von Dimethylamin auf den Methylimidokohlen- 
siiureester, doch wurden seinerzeit die letzten Mutterlaugen 
von dem oben (S. 381) beschriebenen schwerléslichen Goldsalz, 
die das leichtlésliche Trimethylharnstoffaurat hatten enthalten 
kénnen, nicht daraufhin untersucht. 

Nachdem so weder aus Methylimidokohlensaureester noch 
aus Methylimidodithiokohlensdureester Pentamethylguanidin sich 
gebildet hatte, gelang die Darstellung dieser Base schlieBlich 
nach der Pseudothioharnstoffmethode, beim Behandeln von 
1,1,2,3-Tetramethylpseudothioharnstoff mit Dimethylamin nach 


der folgenden Gleichung: 
J N(CHs), J N(CH)» 
CH,N = C + HN(CH,), = CH,N=C -+- CH,SH. 
SCH, NN(CH,), 

Vorausgeschickt sei, dab ein Versuch, bei dem das Hydro- 
jodid des Tetramethylpseudothioharnstoffs (Jodmethylat des Tri- 
methylthioharnstoffs) mit Dimethylamin im Damptbad erhitzt 
wurde, nicht zu dem gewiinschten Ziele fiihrte. Auer einer 
geringen Menge eines bei 136—138° unscharf schmelzenden 
Goldsalzes, in welchem vielleicht das Pentamethylguanidinaurat 
vorlag, erhielt ich hier nur eine Goldverbindung vom F. P. 
203—206°, die, wie die Analyse lehrte, im wesentlichen aus 
Dimethylaminaurat bestehen muBte. 

0,2009 g Substanz: 0,1015 g Au; gef. 50,52°/o Au; ber. 
fiir Dimethylamingoldsalz 51,21 °/o, fiir Pentamethylguanidinaurat 
42,02°%'o Au. 

Ich lieS deshalb die Reaktion bei gewohnlicher Temperatur 
sich abspielen und verwendete statt des Hydrojodids den freien 
Tetramethylpseudothioharnstoff selbst. Diesen letzteren be- 
reitete ich, indem ich das einen braunen Sirup bildende Hydro- 
jodid (vgl. oben S. 358) in wenig Wasser liste und die Losung, 
nach dem Ausschiitteln mit wenig Ather zur Entfernung der 
Braunfiirbung, mit starker Kalilauge versetzte. Das abge- 
schiedene Ol') wurde mit Ather aufgenommen, die dtherische 


') Vgl. Delépine, Bull. Soc. Chim. de France [4], Bd. 7, S. 988—993. 
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Lésung iiber Chlorcalcium getrocknet und hierauf in einem stark- 
wandigen Gefaf an der Saugpumpe verdunstet, wobei voriiber- 
gehend dhnliche Krystalle auftraten, wie sie auch bei der Dar- 
stellung des Trimethylpseudothioharnstoffs (s. S. 372) beobachtet 
worden waren. Das schlieBlich restierende Ol wurde nun in 
einem starken Uberschu8 von 33°/oiger alkoholischer Dimethyl- 
aminlésung aufgeldst und die Mischung 14 Tage lang bei ge- 
wohnlicher Temperatur im verschlossenen GefaéB sich selbst 
iiberlassen. Beim Offnen des Gefii®es gab sich das gebildete 
Merkaptan durch seinen Geruch deutlich zu erkennen ; die Losung 
lie8 ich hierauf in einer flachen Schale freiwillig verdunsten. 
Nach mehrtiigigem Stehen wurde der teils krystallinische, teils 
noch etwas Olige Verdunstungsriickstand in Salzsiure gelost, 
wobei er infolge von Kohlenséureentwicklung stark aufbrauste, 
und die saure Lésung mit Goldchlorid versetzt. Die sofort ent- 
standene Fallung war teils hellgelb, krystallinisch, zum kleinsten 
Teil bestand sie aus z&ahen, braunen Massen, in denen wohl 
die Goldverbindung von unveriindert gebliebenem Tetramethy]l- 
pseudothioharnstoff vorlag. Der letztere liefert naémlich, wie ich 
mich an einer kleinen Probe tiberzeugte, mit Goldchlorid ein 
Oliges, bereits beim Stehen in der Kilte, leichter noch beim 
Erwarmen sich zersetzendes Goldsalz. Die Goldfillung wurde 
nun mit ihrer Mutterlauge auf dem Dampfbad einige Zeit er- 
warmt unter Ersatz des verdampfenden Wassers und erneuter 
Zugabe von Goldchlorid, bis das Filtrat vom ausgeschiedenen 
reduzierten Gold das Erhitzen anstandslos vertrug. Die klare 
Losung wurde dann noch etwas konzentriert und das sich beim 
Erkalten ausscheidende Goldsalz nochmals umkrystallisiert. Es 
bildete danach feine Nidelchen vom F.P. 130—132°, die beim 
Behandeln mit heifiem Wasser meist erst dlig werden, ehe sie 
in Lésung gehen, und war analysenrein. 

0,1059 g Substanz: 0,0447 g Au; gef. 42,21 /o, ber. fiir 
Pentamethylguanidinaurat 42,02°/o Au. 

Aus den Mutterlaugen des analysierten Goldsalzes erhielt 
ich nach dem Einengen noch eine weitere Krystallisation, die 
indessen nicht einheitlicher Natur war, denn nach dem Um- 
krystallisieren schmolz sie ganz unscharf zwischen 118 und 


a Sees 
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132° und gab auch einen weit hdheren Goldwert, als Penta- 
methylguanidinaurat verlangt: 

0,0691 g Substanz: 0,0304 g Au; gef. 43,99°/o, ber. fiir 
C,H,,N, - HAuCl,: 42,02°/o Au. 

Bei einer Wiederholung des eben beschriebenen Versuchs 
unter denselben Bedingungen mit 8 g Tetramethylpseudothio- 
harnstoffhydrojodid als Ausgangsmaterial erhielt ich wieder 
das Goldsalz vom Schmelzpunkt 130—132°. 

0,2093 g Substanz: 0,0879 g Au; gef. 42,00°/o Au. 

0,1207 g Substanz: 9,2 ccm N bei 9° und 752,8 mm Hg; 
gef. 9,14°/o N; ber. fiir C,H,,N,-HAuCl,: 42,02°/o Au und 
8,98 °/o N. 

Das dem Goldsalz des Pentamethylguanidins entsprechende 
Platinat ist in Wasser leicht léslich und daher zur Charakteri- 
sierung dieser Base wenig geeignet. Auch das Pikrat ldst sich 
leicht in Wasser, es bildet lange Nadeln vom Schmelzpunkt 
160—162°. 

Das Auftreten des Pentamethylguanidins hatte man auch 
bei der Einwirkung von Methylamin auf das Jodmethylat des 
Tetramethylthioharnstoffs erwarten kénnen, ebenso wie beim 
Behandeln dieses Additionsproduktes mit Ammoniak symme- 
trisches Tetramethylguanidin (s. Abschnitt [X) entstanden war. 
Indessen wurde bei Verwendung von Methylamin statt Penta- 
methylguanidin merkwirdigerweise wieder die symmetrische 
Trimethylverbindung erhalten. Eine Probe des auf S. 370 be- 
schriebenen Jodmethylats wurde mit Methylamin in bekannter 
Weise im Dampfbad erhitzt. Beim Erkalten des Rohrinhalts 
hatten sich schéne lange weife Nadeln ausgeschieden, deren 
Menge sich beim Einengen des Reaktionsproduktes noch ver- 
mehrte. Sie blieben beim Erhitzen im Schmelzréhrchen bis 290° 
unverandert, gaben aber bei der Analyse einen niedrigeren 
Jodwert, als das Hydrojodid des Trimethylguanidins verlangt. 
Auch nach dem Umkrystallisieren aus heifem Alkohol erreichte 
der Jodgehalt noch nicht ganz den geforderten Wert. Bei der 
Uberfiihrung des in Alkohol schwer léslichen Kérpers in das 
Goldsalz resultierte jedoch reines 1,2,3-Trimethylguanidinaurat 
vom F.P. 156—157°. 
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0,4422 g Substanz: 0,1970 g Au; gef. 44,55°%o, ber. fiir 
C,H,,N, - HAuCl,: 44,69°/o Au. 

Auch die nach dem Einengen des Reaktionsproduktes 
und Filtrieren von den ausgeschiedenen Massen verbliebene 
alkoholische Mutterlauge lieferte ein Goldsalz, das zwar etwas 
niedriger schmolz: 150—152°, in der Hauptsache aber eben- 
falls aus symmetrischem Trimethylguanidinaurat bestehen muBte: 

0,0611 g Substanz: 0,0272 g Au; gef. 44,52°/o, ber. fiir 
C,H,,N,- HAuCl,: 44,69°'o Au. 

Tatsichlich konnten aus dem Filtrat dieser Analyse beim 
Behandeln mit Jodnatrium in der auf S. 365 angegebenen Weise 
auch wieder die bekannten langen Nadeln erhalten werden. 
Ware bei der beschriebenen Reaktion Pentamethylguanidin, 
wenn auch nur in geringem Umfange entstanden, so hatte es 
sich bei der Schwerloslichkeit seines Goldsalzes bemerkbar 
machen miissen. 

Eine andere Probe des Tetramethylthioharnstoffjodmethylats 
wurde in einem Uberschuf von alkoholischem Methylamin gelist 
und diese Losung im verschlossenen Gefiifi bei gewoéhnlicher 
Temperatur sich selbst tiberlassen. Die Mischung blieb lange 
Zeit volistandig klar, erst nach etwa 14tiégigem Stehen begann 
eine allméhliche, immer mehr fortschreitende Ausscheidung 
der charakteristischen Nadeln des 1,2,3-Trimethylguanidinhydro- 
jodids. 

Als diese sich nicht mehr zu vermehren schienen, wurde 
das GefaB noch einige Tage gedffnet stehen gelassen. Nach- 
dem so die Fliissigkeit stark konzentriert worden war, wurden 
die Krystallmassen abgesaugt und das sparliche Filtrat vollends 
verdunstet. Es hinterblieb eine sirupése Fliissigkeit, die noch 
einzelne Krystalle einschloB. In Salzséure gelést und mit Gold- 
chlorid versetzt lieferte der Sirup ein sehr schwer lésliches 
Goldsalz, das beim Umlésen zunichst 6lig zusammenflo®. Aus 
der siedend heifien klaren Lésung schied sich beim ruhigen 
Stehen alsbald ein Aurat in Flocken von feinen Nadelchen vom 
unscharfen F.P. 115—118° aus. Dieser Schmelzpunkt wie auch 
der Goldgehalt wiesen aut unsymmetrisches Tetramethylguanidin- 
aurat hin. 


See RRR RII ne 
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0,1352 g Substanz: 0,0583 g Au; gef. 43,12°/o, ber. fiir 
C5H,,N, - HAuCl,: 43,32°/o Au. 

Die eingeengte Mutterlauge des analysierten Goldsalzes 
lieferte noch weitere flockige aus feinsten Nidelchen bestehende 
Massen, daneben einzelne harte, dunkler gefarbte Krystalle. 
Die letzteren bestanden wohl noch aus 1,2,3-Trimethylguani- 
dinaurat. 

Die Entstehung von symmetrischem Trimethylguanidin bei 
diesen Reaktionen kann man sich in verschiedener Weise 
denken, jedenfalls ist eine Verdringung von Dimethylamin durch 
Methylamin anzunehmen, wie dies friiher bereits einmal be- 
obachtet wurde (vgl. oben S. 378). Am meisten Berechtigung 
hat wohl die Vorstellung, daf als indermediare Korper Penta- 
methylguanidin, unsymmetrisches Tetramethylguanidin, das ja 
auch beim letzten Versuch direkt nachgewiesen wurde, und 
labile Zwischenstufen auftreten nach dem Schema: 


NCH), | CHIN, ,N(CH,), | oe 
CH,N = ae | 4 i C 
‘N(CH;), _ CHSHN N(CH;), | CH,HN% \N(CH,); 
| CH,HN NHCH, | CH,HN 
>| NoZ > ‘Nc = NCH,. 
| CHIN” N(CH), | CH,HN/ 
Zusammenfassung. 


Fassen wir die wesentlichen Resultate der vorstehenden 
Untersuchungen kurz zusammen, so ergibt sich, da’ von den 
auf S. 332 aufgefiihrten methylierten Guanidinen die Glieder II, 
V und VII nicht zu erhalten waren, obwohl verschiedene Me- 
thoden zu ihrer Darstellung versucht wurden. Diesen 3 Gliedern 
ist gemeinsam, daB sie die Kombination 


Nu, 


CH,N = C 
\nZ 
% 


aufweisen; eine solche Gruppierung scheint sich entweder tiver- 
haupt nicht zu bilden oder nur labiler Natur zu sein und in 
die stabilere Form 
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NHCH, 
HN — c% 


‘ae 
iiberzugehen. Jedenfalls erhielt ich bei Reaktionen, bei denen 
das Auftreten der Glieder II, V und VII hatte erwartet werden 


kénnen, die der Gruppierung 


NHCH, 

Ke 
a, 

entsprechenden Glieder I, IV und VI. Dieses Verhalten spricht 


zugunsten der von Wheeler und Johnson!) aufgestellten Be- 
hauptung, dafi eine Desmotropie bei Amidinen nicht vorkommt, 
wenn auch die Guanidine infolge der Anwesenheit einer dritten 
basischen Gruppe einen wesentlich anderen Charakter tragen 


als die Amidine, 


NH 
R-ce 


\NH,. 

Von bisher noch nicht beschriebenen methylierten Guani- 
dinen wurden neu dargestellt: das unsymmetrische Trimethyl- 
guanidin, die beiden Tetramethylverbindungen und das Penta- 
methylguanidin. 

Andere bereits bekannte Methylderivate des Guanidins, 
wie die symmetrisch zweifach und besonders die symmetrisch 
dreifach methylierte Base, konnten nach verschiedenen neuen 
Methoden gewonnen werden. Besonders bemerkenswert ist, 
dafi das symmetrische Trimethylguanidin bei einigen Reaktionen 
auftrat, bei denen die Entstehung dieser Base gar nicht voraus- 
zusehen war. Es hangt dies wohl damit zusammen, dal das 
Molekiil des 1,2,3-Trimethylguanidins, 

NHCH., 
CHN=C’ 
\NHCH,, 
infolge der gleichmafigen Verteilung der Methylgruppen offenbar 
sehr stabil ist, und daher eine grofe Tendenz, diese Verbindung 
zu bilden, iiberall da besteht, wo auch nur indirekt die Be- 
dingungen dazu gegeben sind. 

') Americ. Chem. Journ., Bd. 31, S. 577. Zitiert nach Chem. Zentral- 

blatt, 1904, Bd. 2, S. 108. 
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Einzelne Reaktionen, die zur Bildung von methylierten 
Guanidinen hatten fiihren kénnen, verliefen in einem anderen 
als dem erwarteten Sinne. So erhielt ich bei der Einwirkung 
von Dimethylamin, das ja tiberhaupt vielfach anders als Am- 
moniak und Methylamin reagiert, auf Imidokohlensaureester 
statt des erwarteten symmetrischen Tetramethylguanidins asym- 
metrischen Dimethylharnstoff; so entstand ferner beim Erhitzen 
von Methylimidodithiokohlensaureester mit Dimethylamin nicht 
Pentamethylguanidin, sondern Trimethylharnstoff. 

Zur besseren Ubersicht habe ich die Eigenschaften der 
wichtigsten Salze der untersuchten Basen in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. Die Angaben tiber Léslichkeit be- 
ziehen sich auf Wasser als Losungsmittel. Die Schmelzpunkte 
sind, sofern nicht andere Beobachter angegeben sind, von mir 
selbst festgestellt worden. 

















Bezeichnung der Base | Goldsalz | Platinsalz | Pikrat 


| 


| | | 








awe sehr schwer loslic! he 
eateibigcanitin, fietiie A ae | cee 

HN = C(NHCH,)(NH,) | F.P. (Brieger ee “ ee Tafel, “5 “gerood afeln 

198°) 198- ial | E. Fischer: 200° 


Ziemlich schwer 





‘| Schwer losliche | | Ziemlich leicht Nicht sehr schwer lisliche 











1,1-Dimethylguanidin, dunkelgelbe a a Prismen. 
HN = C(N[CH,],) (NH,) Prismen. a alee F.P. (Wheeler und 
ilies F.P. 248° F.P. 225° | Jamieson: 224°) 230° 
Ziemlich schwer| Ziemlich leicht Nicht sehr schwer 
1,2-Dimethylguanidin, lésliche Nadeln | lésliche Nadeln ee ee 
HN = C(NHCH,), und Tafeln. und Tafeln. _— 


F.P, 122° | F.P. 196—197° F.P. 178° 





Schwer lésliche a leicht lés- 


adalah fen Pie Ac liche Nadelchen. Nicht dargestellt. 
HN = C(N[CH,),)(NHCH)) | P. 153— =106|F P. 172—173° 














; | Ziemlich leicht 
Schwer ldésliche | lisliche Nadeln 


1.2,3-Trimethylguanidin, ‘)} = Nadeln. | und Tafeln Nicht dargestellt. 


F,P. 225—226° 








CH,N = C(NHCHs), F.P. 156° | (Briefkuverte). 


') Hydrojodid: lange Nadeln, in Alkohol schwer lislich; F.P.:'bis 290° keine 
Veranderung. 





ine 
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Bezeichnung der Base | Goldsalz Platinsalz | Pikrat 





1.1.2,2-Tetramethyl- | 
guanidin, | feine Nadeln. 


HN = C(N{CH,],), | F.P. 142—144° 


| Schwer ldsliche | | Ziemlich leicht lisliche, 
| Sehr leicht lés-| zu Tafeln zusammen- 


| liche Nadelchen.| gelagerte Nadeln. 
| | F.P. 130° 





| 


1.1,2,3-Tetramethyl- | Schwer ldsliche | Ganz leicht | Leicht lisliche kurze 
guanidin, Nadeln. léslich | Prismen. 
CH,N —= C(N[CH,],)(NHCH,)| F.P. 115—117° | sem | BLP. 158—160° 
4. |Schwer ldsliche| 1.3, | Leicht ldsliche lange 
Pentamethylguanidin, |faine Nadelchen,| 4M leicht | Nadeln. 





CH,N = C(N[CH].). | FP. 130—132° | léslich. | -F.P. 160—162°, 








Zur Kenntnis der Hefegdrung. 
IT. Mitteilung. 


Von 
Hans Euler und Helmer Bickstriém. 


Mit vier Kurvenzeichnungen im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Februar 1912.) 


Durch Trockenhefe oder HefepreBsaft wird Phosphorsiiure 
an einen Kohlenhydratrest organisch gebunden. Den dabei ent- 
stehenden Ester sah L. Iwanoff,!) dem man die ersten Be- 
obachtungen iiber diese interessante Reaktion verdankt, als eine 
Triosephosphorsdure an; nach Hardens und Youngs?) ein- 
gehenden Untersuchungen liegt eine Hexosediphosphorsaure vor. 
Jedenfalls ist nunmehr festgestellt, da’ auf 6 Kohlenstoffatome 
nicht ein, sondern zwei Phosphorsaurereste kommen®) und 
vermutlich existieren, worauf Euler und Fodor‘) bereits hin- 
gewiesen haben, sowohl eine Triosephosphorséure als eine 
Hexosediphosphorsaure. 

Der von L. Iwanoff studierte Phosphorsaureester bezw. 
das Natriumsalz desselben wird, wie dieser Forscher exakt nach- 
gewiesen hat, durch Zymin oder Hefanol vergoren. Lebende 
Hefe ist dagegen, worauf ebenfalls Iwanoff>) aufmerksam 
macht, nicht imstande, den Phosphorsiureester bezw. dessen 


Salze zu vergiiren. 


1) Trav. de la Soc. des Nat. de St.-Pétersbourg, Bd. 34, 1905. — 
Diese Zeitschrift, Bd. 50, S. 281, 1907. 

*) Proc. Roy. Soc., Bd. 77, S. 405, 1906. — Young, Proc. Roy. Soc., 

d. 81, S. 528, 1909. — Biochem. Zeitschrift, Bd. 32, S. 177, 1911. 

*) Dieses Ergebnis wird nunmehr auch durch v. Lebedew be- 
statigt (Biochem. Zeitschrift, Bd. 36, S. 248, 1911). 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 36, S. 401, 1911. 

‘) Zentralbl, f. Bakteriologie, Bd. 24, S. 4, 1909. 
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In der Uberzeugung, daB die verschiedenen Heferassen 
weit gréBere Unterschiede in bezug auf den Gehalt an den 
einzelnen Enzymen der Giérung aufweisen, als gewOhnlich an- 
genommen wird, haben wir es notwendig erachtet, festzustellen, 
daB auch von unserer Hefe H der Kohlenhydratester nicht ver- 
goren wird. 

0,5 g Natriumsalz des Kohlenhydratphosphorséureesters 
werden in 20 ccm Wasser gelést und mit abgepreBter Hefe 
(von rund 27°/o Trockengewicht) versetzt. Die Lésung stand 
bei 30° wahrend 20 Stunden im Thermostaten in einem kleinen 
Erlenmeyer-Kolbchen, welches mit einer mit Quecksilber ge- 
fiillten Gasbiirette in Verbindung stand. Die Kohlensiureent- 
wicklung wihrend dieser Zeit ergibt sich aus folgender Tabelle. 














Minuten»... 60 | 120 | 240 | 360 
cm CO,...-| 0,7 | 0,8 | 085 | 0,90 


Eine ungefaihr gleich groBe Menge Glukose wie diejenige, 
welche dem Kohlenhydrat des Esters entspricht, wurde unter 
genau den analogen Umstanden in folgender Weise vergoren. 





Minuten... ./ 60 | 120 | 240 | — 360 





cm CO,....| 85 | 16,2 | 30,8 | 490 


Auch unsere lebende Hefe H ist also nicht imstande, das 
Phosphorsaureestersalz anzugreifen, unter Umstianden, unter 
welchen Glukose glatt vergoren wird. 

Die Erscheinung, welche wir mitzuteilen haben, ist nun 


folgende : 









































Setzt man die m 
obige Menge Ester- _ ,,, fig. t uf 
salz zu 20 ccm einer Be 
20°/o igen Glukose- aon Ne 
losung und vergiirt oo it 
dieselbe mit 0,25 g p= in ange Esto 
lebender Prefhefe, so elit 
zeigt sich, da® durch , Sal : 


diesen Zusatz die 100 200 300 
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Giarung stark beschleunigt wird. Dies geht z. B. aus vorstehender 
Kurve hervor. 

Hinsichtlich der Versuchsanordnung ist zu bemerken, daf 
die Kohlenséure volumetrisch gemessen wurde, und da die 
untersuchten Lésungen vor Beginn der Reaktion mit Kohlen- 
siure gesattigt wurden. 

Unter den zahlreichen Wiederholungen dieser Versuche 
fiihren wir die folgenden an, welche unter genau den gleichen 
Bedingungen wie der oben erwahnte ausgefiihrt wurden. 


20 cem 20°/oige Glukoselésung. 
0,25 g Hefe. — Versuchstemperatur 30°. 


























+- 0,5 g Estersalz Ohne Zuzatz 
. +.  f Il. 7 
Min. | | ‘ecm Fs ‘Min. | ccm - Min. ccm 
37 | 8 34 7,5 46 10,5 
723 ~«|~=O «19 70 19 76 17,5 
188 | 525 186 50,5 197 45 
217 | 66 215 63,3 228 53 
265 | 91 262 88 275 63 
321 | 128 335 127,5 347 74,5 
382 | | 1585 379 153 391 80,5 
450 | 193.5 459 194 488 95 








Nach der Girung wurde in einem Teil der Losung der 
Gehalt an freier Phosphorsaure bestimmt, um zu sehen, ob die 
erhOhte Geschwindigkeit der Kohlenséureentwicklung mit einer 
Zersetzung des Kohlenhydratphosphates verbunden ist, oder ob 
die Wirkung desselben als eine rein katalytische zu betrachten 
ist. Aus je 10 ccm der 450 bezw. 459 Minuten gegorenen Lésung 
wurden mit Magnesiamischung bei obigem Versuch 0,0081 bezw. 
0,0087 g Mg,P,0, erhalten, bei einem analogen Versuch nach 
400 Minuten 0,0055 und 0,0043 g Mg,P,0,. 

Das reaktionsbeschleunigende Phosphat wird also 
wihrend der Reaktion nicht gespalten bezw. vergoren. 

Der folgende Versuch erstreckte sich iiber eine bedeutend 
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langere Zeit, etwa 30 Stunden; der Reaktionsverlauf ist in 
Fig. 2 dargestellt. 
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Wir verglichen hierauf die Wirkung des Kohlenhydrat- 
phosphates mit derjenigen des freien Natriumphospates. Der 
Menge von 0,5 g Natriumsalz des Kohlenhydratphosphorsaure- 
esters entsprechen ungefahr 0,33—0,3% g NaH,PO,; zum Parallel- 
versuch wurden 0,35 g (neutralisiertes) NaH,PO, angewandt. 
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Sehr auffallend ist die Konzentrationsfunktion des be- 
schleunigenden Estersalzes. Wie aus der Fig. 4 ersichtlich wird, 
ist die Reaktionsbeschleunigung durchaus nicht proportional der 
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zugesetzten Estermenge, vielmehr scheint schon durch kleine 
Estermengen eine Reaktionsbeschleunigung erzielt zu werden, 
welche durch weitere Esterzusiatze kaum mehr tberschritten wird. 


Der Einflu8 der Esterkonzentration wird noch niher verfolgt. 
Es ertbrigt nun 






































ia fig. % _ hoch, einiges  tiber 

[ | | ; ‘das angewandte Na- 

| pi —o blugoselosyng : Vi triumsalz des Esters 

; 1 lies | ey i, zu sagen. Dasselbe 

S wf wurde aus dem Blei- 

100 = ay a salz dargestellt und 

1S “oy teils direkt mit Al- 

Wr kohol gefiallt, teils 

“ o “a nochmals uber das 

90 W . ane ster Bleisalz gereinigt. Ein 

la ° Vergleich der beiden 

ZA Priiparate ergab 

] keinen wesentlichen 
Unterschied. 


50 100 750 = 200 250 300 350 
Minuten Da der eine von 


uns gegenwirtig ver- 
hindert ist, die Untersuchung weiter zu fiihren, miissen wir uns 
auf die Mitteilung des Ergebnisses beschranken, daB das Na- 
triumsalz des Kohlenhydratphosphorsaureesters die 
Garung durch lebende Hefe beschleunigt obwohl das 
Salz selbst von lebender Hefe nicht vergoren oder re- 
sorbiert!) wird. 

Die Tatsache, welche der hier mitgeteilten am nichsten zu 
kommen scheint, ist von L. Iwanoff beobachtet worden; dieser 
Forscher gibt an,?) daf die durch Hefanol oder Zymin hervor- 
gerufene Girung durch «Triosephosphorsiéure» beschleunigt wird. 

«Man kann sich unschwer davon tiberzeugen», sagt 
Iwanoff, «da die wiederholt konstatierte Stimulierung der 
Garung durch Phosphate ihre Erklarung in der Bildung giarfahiger 





') Paine, Proc. Roy. Soc., Bd. 84, S. 389, 1911. 
*) Zentralbl. f. Bakteriol., Bd. 24, S. 1, 1909. 
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Triosephosphorsaure findet. Daf eine Zugabe von Triosephos- 
phorséure zur Giarfliissigkeit (Glukose-Hefanolextrakt oder Zy- 
minextrakt) eine sehr intensive Stimulierung zur Folge hat, wird 
durch folgende Versuche bewiesen: 


Stimulierung der Garung durch Triosephosphorsiiure (Iwanoff). 


Temp. 21,7°. 
Ee a ae 
Manometersiand in mm 


Im Manometer nach Stunden 





1%, | 8 | 2 
2 g Hefanol i ccm 1,6°%/oige Trioso- | | 
10 ccm 4°%/oige Glukose. phosphorsdure . | 25 | 59 | — 
1.2 » Toluol 7 » Wasser... . 8 | 24 | — 
2gHefanol {15ccm 2°/vige Triosophosphorséure) = — | — | 135 
1»Saccharose\15 » Wasser ........ | o | 1) 


«Aus der Tabelle geht klar hervor, wie stark Triosephos- 
phorsdure die Giérung stimuliert. Sammelt sie sich in der Giir- 
fliissigkeit an, so muB offenbar das Filtrat der letzteren selbst 
nach dem Autkochen eine starke Stimulierung bewirken kénnen. 
Das ist klar aus folgenden Versuchen ersichtlich, in denen die 
Girung von Zucker sich vollzieht unter Zusatz von: 1. Wasser, 
2. wasserigem Hefanolextrakt, 3. Filtrat einer von Hefanol ver- 
gorenen Zuckerlosung, 4. Filtrat einer in Gegenwart von Phos- 
phat vergorenen Zuckerl6sung. Zusatz 1—4 wurde einmal ohne 
voraufgehendes Erhitzen und dann nach !/4-stiindigem Kochen 


auf dem Wasserbade zugegossen. » 

a ae 
Manometerstand in mm 
nach Stunden 


5 | 13 | 23 | 35 | 47 
} | | 


2 g Saccharose, 1 g Hefanol, 0,2 ccm Toluol und | | 


Im Manometer 








S ee WO « «+ 8 ee, & eee Me | 26 | 21 | 40 | 24 | 24 
2. je 15 ccm wisseriges Hefanol- ( ungekocht. | 50 | 52 | 70 | 60 | 55 
extrakt 49 | 40 | 40 


gekocht . . | 39 | 31 
| 


| 
pi 
| 
f{ ungekocht . | 39 | 44 | 63 | 52 | 5O 
48 | 97 | 
} 
| 
| 


3. je 15 ccm Filtrat nach Garung 





\ gekocht . . | 29 | 30 | 48 | 37 | 32 
4. je 15 ccm Filtrat nach Phosphat- f ungekocht . | 57 | 62 | 85 | 80 | 75 
girung \ gekocht. .| 51 | 43 | 60 | 52 | 51 
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«Die Tabelle zeigt», fahrt lwanoff fort, «daB am starksten 
Filtrat 4 stimuliert, welches mit Sicherheit Triosephosphorsiure 
enthiélt, und am schwichsten Filtrat 3, welches die Zuckerzer- 
setzungsprodukte frei ohne Verbindung mit Phosphorsiéure be- 
sitzt. Die anderen Filtrate haben auch eine stimulierende Wirkung, 
die nach Harden-Young und Buchner durch Gegenwart von 
Coenzymenerklirt wurde. Sehr méglich ist es, dai man diese Coen- 
zymwirkung auch auf die Gegenwart von Triosephosphorsdure 
wird zuriickfiihren k6nnen, wie es fiir die Garung mit Phosphat- 
filtraten offenbar der Fall ist. Der Vergleich der ungekochten 
Filtrate mit den gekochten zeigt ferner merkbare Unterschiede. 
Wahrscheinlich beruht ein Teil der stimulierenden Wirkung der 
ungekochten Filtrate auf einer Zunahme der Gérungsenzyme 
auf Kosten des Filtrates. » 

Gegen die Schliisse, welche Iwanoff aus seinen eben 
erwahnten Versuchen gezogen hat, haben Harden und Young’) 
Einspruch erhoben. Diese Forscher erinnern an ihre Entdeckung, 
dai Hefeprefsaft eine dialysierbare thermostabile Substanz ent- 
hilt, die sie als Koenzym bezeichnen, und welche fiir den Ein- 
tritt der alkoholischen Gérung notwendig ist. 

Die Methode — sagen Harden und Young —, welche 
Iwanoff zur Abtrennung seiner Synthease angewandt hat, war 
wohl geeignet, aus der Hefe das lésliche Koenzym zu entfernen. 
Auf Grund eigener Versuche kommen die englischen Forscher 
zum Resultat, daB Iwanoffs Ergebnisse sich dadurch erklaren 
lassen, dafi er durch Waschen des Zymins das Koenzym ent- 
fernt hat, und sie sagen schlieblich: The facts, that the zymin 
can thus be rendered quite inaktive towards hexosephosphate 
and that the fermenting power is ristored by the addition of 
the boiled washings also dispose of the suggestion made by 
Iwanoff and more recently by v. Lebedew, that the hexose- 
phosphate is itself the co-enzyme. 

Das experimentelle Ergebnis von Harden und Young 
konnte der eine von uns mit Th. Berggren an unserem Material 


vollauf bestatigen: 


’) Zentralbl. f. Bakteriol., Bd. 26, S. 182, 1910. 
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Gut ausgewaschene Trockenhefe ist nicht im- 
stande, mit reinem Kohlenhydratphosphorsaureester- 
salz in Glukoselésung Garung hervorzurufen, wahrend 
auf Zusatz von Waschfliissigkeit lebhafte Gairung 
eintritt. 

Anderseits steht aber fest, dafB das Estersalz, welches, 
allein zu ausgewaschener Trockenhefe zugesetzt, 
keine Glukosegdrung veranlaBt und somit kein Ko- 
Enzym im Sinne Hardens und Youngs enthiilt, die 
Garung durch lebende Hefe beschleunigt und dabei 
selbst nicht (oder héchstens in minimaler Menge) ge- 
spalten wird. 


27" 








Uber chemische Gleichgewichte und Endzustande im 
Stoffwechsel. 
Von 
L. Lichtwitz. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Géttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Marz 1912.) 


Die Erkenntnis der Reversibilitat von Fermentreaktionen 
mufte zu der Frage fiihren, ob auch in den Organismen Aufbau 
und Spaltung durch dasselbe Ferment bewirkt wird. Eine Be- 
antwortung dieser Frage ist nicht dadurch mdglich, dab es 
gelingt, ein Gleichgewicht zwischen den Substraten der Reaktion 
oder eine Verschiebung dieses Gleichgewichtes zu beobachten. 
Von einem wahren chemischen Gleichgewicht bei Ferment- 
reaktionen darf nur dann die Rede sein, wenn das Ferment 
wirklich beide Reaktionen bewirkt. Und eine reversible Wir- 
kung ist erst fiir eine kleine Anzahl von Enzymen_ bekannt. 
Aber fiir alle Fermente, die daraufhin untersucht worden sind, 
ist eine spezifische Wirkung der Reaktionsprodukte auf den 
Ablauf des Vorganges beobachtet worden. In einer grund- 
legenden Untersuchung hat Tammann!) bereits vor 20 Jahren 
festgestellt, dafi die Fermentreaktionen unvollstindig verlaufen 
und dafi bei dem priméren Zusatz eines oder mehrerer Re- 
aktionsprodukte der ProzeB friiher stillsteht und zu einem 
«falschen Gleichgewicht» oder «Endzustand>» fiihrt. Diese Er- 
scheinung hat Tammann mit einer lahmenden Wirkung, die 
die Produkte auf das Ferment haben, erklart. Die inaktive 
Modifikation ist nur bei Gegenwart der durch die Reaktion 
entstandenen Korper bestindig. Nach ihrer Entfernung erlangt 
das Ferment seine urspriingliche Aktivitét wieder, und der 


') Diese Zeitschrift, Bd. 16, S. 271, 1892. 
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ProzeB geht so weit, wie er ohne den Zusatz der Reaktions- 
produkte gegangen sein wirde. 

Nun ist es sehr wohl mdglich, dai mit zunehmender 
Kenntnis der Bedingungen der enzymatischen Vorgiinge die Zahl 
der «Endzusténde» immer kleiner und die der wahren che- 
mischen Gleichgewichte immer grofer werden wird. Solange 
aber fiir das zu untersuchende Ferment der Beweis der Reversi- 
bilitat seiner Wirkung nicht erbracht ist, kann es nicht erlaubt 
sein, aus einer Verschiebung des Endzustandes auf die Reversi- 
bilitat der Enzymreaktion zu schliefen. 

Wenn also auch nach dieser Frage gerichtete Unter- 
suchungen an Mensch und Tier nicht immer eine Entscheidung 
dariiber bringen konnen, ob ein wahres Gleichgewicht vorliegt, 
so kann doch die Beobachtung eines Endzustandes einen Ein- 
blick gewahren in die Dynamik intermediir wirksamer Fermente 
und damit in die Funktion der betreffenden Organe und viel- 
leicht auch von Nutzen sein fiir die Erkenntnis des Weges, 
auf dem ein Korper im Stoffwechsel abgebaut wird. 

Die Tendenz, Stoffwechselvorginge vom Gesichtspunkt 
des chemischen Gleichgewichts aufzufassen, lag offenbar, nach- 
dem die physikalische Chemie und die Lehre von der Dynamik 
der Fermente die Basis geschaffen hatten, nahe, so dab wiihrend 
meiner eigenen Untersuchungen, die bis in das 2. Halbjahr 1909 
zuruckreichen, eine Reihe hierher gehoriger Beobachtungen mit- 
geteilt wurden. Zeitlich voran ging eine Bemerkung von 0. Neu- 
bauer,!) daB Isopropylalkohol und Aceton in den Beziehungen 
eines umkehrbaren Vorgangs zueinander stehen. Im Jahre 1910 
folgten die Untersuchungen von O. Neubauer,?) L. Blum, ’) 
Friedmann und Maase‘)iiber Acetessigséure-f-Oxybuttersaure- 
bildung, und die bekannten Entdeckungen von Knoop‘) und 
Embden und Schmitz,®) die Bildung und Abbau der Amino- 


1) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol., Bd. 46, S. 133, 1901. 
*) Verhandl. des D. Kongresses fiir innere Med., 1910, S. 566. 
’) Miinch. med. Wochenschrift, 1910, S. 683. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 27, S. 474, 1910. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 67, S. 489, 1910. 

6) Biochem. Zeitschrift, Bd. 29, S. 423, 1910. 
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siuren betreffen. Sodann habe ich!) tiber Gleichgewichte 
im Endstadium des N-Stoffwechsels (Desaminierung von Amino- 
siuren, Harnstoffbildung) kurz berichtet.?) Die Frage der Am- 
moniakausscheidung bei Harnstofizufuhr hat kiirzlich Janney 3) 
diskutiert. Er ist zu dem Ergebnis gekommen, da eine Um- 
bildung von Harnstoff in Ammoniumsalze im Sinne einer aus- 
gesprochenen Gleichgewichtsreaktion im normalen menschlichen 
Korper nicht nachweisbar ist. 

Die Harnstoffbildung als echte Gleichgewichtsreaktion auf- 
zufassen, liegt keine Berechtigung vor. Nach den Versuchen 
von Lang*) hat Leberbrei nur eine ganz geringe (und nicht 
iiberzeugend wirkende) Fahigkeit, aus Harnstoff Ammoniak ab- 
zuspalten. Man wird also hier nur von einem Endzustand 
sprechen diirfen. Die Desaminierung von Aminosauren ist aber, 
wie die Beobachtungen von Knoop5) und Embden und 
Schmitz°*) zeigen, zweifellos ein umkehrbarer Vorgang. 

Fiir chemische Gleichgewichte im Stoffwechsel Reaktions- 
konstanten berechnen zu wollen, wire ein aussichtsloses Unter- 
nehmen. Der Versuch Janneys, die Gleichgewichtsverhiltnisse 
der Harnstofizersetzung bei héheren Temperaturen in Parallele 
zu setzen zu dem Quotienten Gesamt-N : Ammoniak-N im Stoff- 
wechsel, ist ganz zwecklos. Denn wir wissen, daf eine Reaktion, 
wenn sie durch Fermente bewirkt wird, ihren Endzustand 
friiher erreicht, als wenn sie chemisch geleitet wird. (Tam- 
mann. §®)) 

Daf die Harnstoffbildung abhangig ist von der Menge der 
zugefiihrten oder intermediir entstehenden Sduren, ist klar und 
braucht nicht von neuem unter Beweis gestellt zu werden. 
Wenn es moglich ist, durch extreme Gaben von NaHCO, (60 g 


') Verhandl. des D. Kongresses fiir innere Med., 1911, S. 534. 

2) s. auch die Diskussionsbemerkung von E.Friedmann-Stiahelin. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 99, 1912. 

*) Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd.5, S. 321, 1904. 

) t.°@. 

6) Eine physikalisch-chemische Begriindung dieser Verhaltnisse gibt 
R. O. Herzog im Einversténdnis mit F. Haber in L. Oppenheimer, 
Die Fermente und ihre Wirkungen, III. Aufl., S. 197. 
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pro die) die Ammoniakausscheidung bis auf Spuren herabzu- 
driicken, wie es Janney unter seinen zahlreichen Versuchen 
zweimal gelungen ist, so beweist das gar nichts fiir das nor- 
male Geschehen. Abgesehen davon, daf man durch so gewalt- 
same Eingriffe den ganzen Organismus in seinem Getriebe stort, 
bewirkt eine Zufuhr von Alkalicarbonat eine Anreicherung an 
Kationen. Die Kohlenséure wird, solange der Harn sauer ist, 
durch die Atmung ausgeschieden, das intermediar entstehende 
Wasserstoffion wird durch das bei der Hydrolyse der NaHCO, 
freiwerdende OH' neutralisiert, und das Natriumion geht mit 
den Anionen, die sonst zum Teil als Siéuren ausgeschieden 
werden, in den Harn. Da ein Mehr an Anionen nicht geschaffen 
werden kann, so mui der Organismus bei dieser tiberreichen 
Zufuhr an Kationen die eigene Herstellung an solchen ein- 
schranken, d. h. er muf so viel Ammoniak in Harnstoff tiber- 
fiihren, wie er irgend kann. Die St6rung des lonengleich- 
gewichts bei der Zufiihrung grofer Alkalidosen ist die Domi- 
nante, der die Stoffwechselvorgiinge sich vollig unterordnen 
miissen, die alle anderen Reaktionen iibertént und verdeckt. 
Ob die Anreicherung an Natriumionen, die Anderung des os- 
motischen Druckes und vielleicht der Reaktion, die gesteigerte 
Diurese den Organismus unterstiitzt, der Harnstoffbildung giinstig 
ist, das wissen wir nicht. Das Bestreben, Fermentreaktionen, 
deren Empfindlichkeit gegen aufere Einfliisse man kennt, unter 
derartigen Bedingungen studieren zu wollen, wie es Janney’) 
prinzipiell tut, ist ganz verfehlt. Da8’ Janney trotzdem und 
trotz seines oben zitierten Ergebnisses bei Leberkranken und 
auch bei einem Gesunden nach Harnstoffdarreichung eine sehr 
betrachtliche Steigerung der Ammoniakausfuhr beobachtet hat, 
ist um so bemerkenswerter. Mir selbst ist es bei gleichzeitiger 
Alkalidarreichung nicht gelungen, die Reaktion hervorzurufen. 

Zu dieser Versuchsanordnung kam Janney durch einen 
Irrtum und die Verallgemeinerung eines Befundes von Heilner, ”) 
der gezeigt hatte, daf Harnstoff, in isotonischer Kochsalzlisung 
Kaninchen subcutan injiziert, eine Steigerung der N-Ausscheidung 


4. ¢, 
*) Zeitschrift fiir Biologie, Bd. 52, S. 216, 1909. 
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liber die des vom Harnstoff gelieferten verursacht. Heilner 
zitiert selbst ein Versuchsprotokoll von C. Voit, aus dem her- 
vorgeht, dai «per os gegebener Harnstoff nicht den geringsten 
EinfluB auf die Ausscheidung stickstoffhaltigen Materials ausiibt. » 
Die Versuche von Janney beweisen, soweit man bei der In- 
konstanz der taglichen Stickstoffmengen tiberhaupt einen SchluB 
ziehen kann, dasselbe. Nur in seinem Fall 19 steigt der N-Gehalt 
des Harns zu hoch. Aber auch die Harnmenge ist an diesem 
Tage betriichtlich, soda’ die Annahme einer Ausschwemmung 
wohl am nachsten liegt. Ich habe sowohl bei den hier mit- 
zuteilenden Versuchen und bei einer Reihe anderer niemals 
beobachtet, daf beim Menschen und beim Hund per os ge- 
reichter Harnstoff einen Eiweifzerfall (zu hohe N-Ausscheidung) 
macht, ebensowenig wie beim Hunde die subcutane Zufuhr von 
wisseriger Harnstofflésung, die nach Heilner auch beim 
Kaninchen keine derartige Wirkung hat. Eine Steigerung des 
Kiweifizerfalls ohne eine Steigerung der N-Ausscheidung ist wohl 
nicht denkbar. Janney und Neubauer?) scheinen aber zu der 
Auffassung zu neigen, dafi man aus einer Steigerung der Titra- 
tionsaciditiit des Harns auf die Bildung intermediérer saurer 
Produkte und damit auf einen vermehrten Eiweifabbau schliefen 
konne. Die Titrationsaciditét des Harns ist eine GréBe, die in 
extremen Fiillen einer Acidose parallel geht. Fiir die Ammoniak- 
mengen, um die es sich hier handelt, kommt ein Vergleich mit 
der Harnaciditéit gar nicht in Betracht. Es wiirde zu weit 
fiihren, die Zahl der anderen Bedingungen zu erortern, von 
denen die Titrationsaciditét des Harns abhingig ist. Der 
Satz von Janney, «dai die Harnaciditét gleichmaéBig geht 
mit der Gréfe der Ammoniummenge» (S. 115), widerspricht dem 
Moglichen und der Erfahrung und wird am besten durch Janneys 
eigene Protokolle widerlegt. Es gibt kaum eins in seiner Arbeit, 
in dem sich nicht schroffe Gegensitze zwischen Aciditaét und 
Ammoniakgehalt des Harns finden. 

Ein Beispiel wird geniigen: 


') Verhandl. des D. Kongresses fiir innere Med., 1911 (Diskussions- 
bemerkung). 
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Fall 17. 

Datum Aciditat NH, 
24./25. VI. -++ 23,3 0,3923 
25./26. -++ 30,0 0,7399 
27./28. -++- 7,5 0,7032. 


Janney sagt, dafi es «zur Erreichung einer gleichmafigen 
Ammoniakausscheidung von hoéchster Bedeutung sei, dieselbe 
durch Alkalizufuhr zur Erreichung konstanter niedriger Werte 
herabzudriicken». Janney erreicht mit der Alkaligabe vielfach 
gerade das Gegenteil einer Konstanz, wahrscheinlich weil die 
Verhaltnisse der Resorption des Bicarbonats sehr wechselnde 
sind. Soschwankt in seinem Falle 18 bei einer tiglichen Dar- 
reichung von 20 g NaHCO, die Harnaciditét von — 7,0 bis 4+- 
11,0 und die tagliche Ammoniummenge von 0,0894 bis 0,5573 g. 

Es ist also wohl ohne Zweifel, dafi die Beobachtung der 
Ammoniakausscheidung nach Harnstoffgabe unter den gewohn- 
lichen Bedingungen eines Stoffwechselversuches erfolgen kann 
und mub. 

Von meinen eigenen Versuchen will ich hier nur die’) 
mitteilen, die einen deutlichen positiven Befund, Steigerung der 
Ammoniak- und der Aminosiéurenausscheidung nach Harnstoff- 
zufuhr, ergeben haben. Die Versuche, in denen nichts zu sehen 
ist, sind an einem Diabetiker, wahrend der Darreichung von 
Natr. citric. und an einem Stoffwechselgesunden, aber Nieren- 
kranken, angestellt. Es wird geniigen, wenn ich diese Tat- 
sache mitteile. 


Methodik. Bei konstanter Didét und gleichmafigem duferen Ver- 
halten der Versuchspersonen wurde Harnstoff in Mengen von 10—30 g 
pro die, in 3—5 Portionen tiber den Tag verteilt, gegeben. 

Der Hund bekam die ganze Menge auf einmal per os_ bezw. sub- 
cutan an mehreren Stellen injiziert. 

Bestimmung des N nach Kjeldahl, des Harnstoffs nach Mérner- 
SjOqvist, des NH, nach Kriiger-Reich-Schittenhelm, der Amino- 
sduren durch die Formoltitration, 





') Vg). die Kurven der Versuche 1—3 in «Verhandl. d. D. Kongresses 
f. inn. Med.», 1911, S. 534 fff. 
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1. 31jahrige Frau mit mittelschwerem Diabetes. 
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Datum| Menge Zucker . | AEN NH,-N| NH,-N| NHN Bemerkungen 
'eem! g | gl g g |100 N |100 U-N 

10. Vi] 2960 | 237,0 13,39) — | 1,751| 13,08 | — 

11. | 2890 261,0 12,15) — | 1,288/1060| — 

12 | 1520 | 836 14,56 — 1277/1106 | — 

13. 1600 | 24,0 18277 — | 1,688) 923 | — 

14. 1340 | 8,4 |10,59} — | 0,972! 9,16 | — 420g Na. bicarb. 

15. 1650 | 11,5 —}| — | 0,760) — 

16. 3060 | 12,0 30,11 — | 0,603) 2,00} — _ )a) 10g Harnstoff 

17. 2180 | 48,0 17,76 — | 0,655) 3,69) — 

18. 1810 | 54,0 |14,74, — | 0,397} 269; — 

19. Harn verloren b) 15 g Harnstoff 

20). 2510 | 95,4 18,91) — | 0,400) 212) — 

21. 2450 |110,2 16811 — | 0,494) 294] — 

22, 1650 | 42,5 |14,5112,50 | 0,553) 3,82 | 4,43 | 30g Na. citric. 

23, | 2070 | 248 13,101214 | 0,466) 3,55 | 3,84 pro die 

24. 2110 | 25,3 13,89 11,89 | 0,519) 3,74 | 4,37 

25, 2640 | 21,1 |14,7911,27 | 0,540} 3,65 | 4,79 

26. 2480 | 32,2 15,83 13,06 | 0,623| 3,93 | 4,77 

27. 2880 | 23,0 26,65 23,74 | 0,587; 2,20 | 2,47 | c) 30g Harnstoff 

28. 2020 | 24,2 17,33 14,17 | 0,568| 3,28 | 4,01 

29. 1940 | 13,6 |14,14 11,30 | 0,477) 3,38 | 4,22 

30. 2750 | 13,7 |15,9811,58 | 1,058) 6,62 | 9,13 

1 2060 | 10,3 |11,45 8,97 | 0,811) 7,08 | 9,04 

2. 1350 | 20,2 |13,1010,10 | 1,036] 7,91 | 10,27 

3. 1780 | 14,2 12,80, 8,97 | 1,137| 8,87 | 12.67 

4, | 1840 | 51,6 |17,9612,90 | 1,794] 9,99 | 13,90 

5. | 1490 | 39,2 |20,15 15,81 | 1,656) 8,22 | 10,47 | d) 30g Harnstoff 

6. | 1650 | 37,7 |18,8710,21*), 2,680 | 14,20 | 26,24 

7. | 1820 | 27,3 |14,36 10,14 | 2,205 | 15,36 | 21,74 

8. | 1800 | 32,4 |17,86/13,05 | 2,038} 11,39 | 15,25 

9. | 2430 | 23,6 |17,5312,73 | 1,863 | 10,63 | 14,68 

10. | 1580 | 15,8 |16,70 12,95 | 1,805 | 10,81 | 13,92 

11. | 2440 | 34,1 14,60 10,73 1,728 | 11,84 | 16,05 

12, | 1590 | — 15,95 — | 1,524) 9,55 _— 


Diat. 


Bis zum 12. VI. gemischte Kost. 


kohlenhydratfreie Kost mit 17 g N und 1500 Kal. 
Vom 22. VI. Kost mit 


mit 18 g N, 100 g Weifbbrot und 1780 Kal. 
17 g N, 100 g Weifbrot und 175C Kal. Das Weifbrot wurde wahrend 


Vom 13. VI. bis 17. VI. 


Bis zum 21. VI. Kost 


4 Dieser Wert ist nur durch eine Analyse ermittelt, da die Parallel- 
bestimmung mifglickte. 
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der Dauer des Versuches gegeben, um ein Ansteigen der Acidosis zu 
verhindern. Die Acetonkiérper wurden nicht bestimmt. Die qualitativen 
Reaktionen auf Aceton und Acetessigsiure waren schwach. Nach Be- 
endigung des Versuchs wurde durch einen Gemiisetag und eine nach- 
folgende Diit mit 12—13 g N rasch Entzuckerung herbeigefiihrt. Bei 
14 g Nahrungs-N stieg die Toleranz fiir Kohlenhydrate auf 70 g. 

Das Protokoll ergibt folgendes: Drei Versuche (a, b, c), 
wahrend gleichzeitiger Darreichung von 30 g Natr. citric. durch 
einmalige Gaben von 10, 15 und 30g Harnstoff eine Steigerung 
der NH,-Ausscheidung herbeizufiihren, sind ergebnislos verlaufen. 
Im 4. Versuch (d) bewirken 30 g Harnstoff dagegen ein deut- 
liches Steigen des Ammoniaks auf einen vorher nie erreichten 
Wert am Tage nach der Harnstoffgabe und ein langsames Sinken 
von diesem Gipfel. Die verinderte Stickstoffverteilung kommt 


auch zum Ausdruck in der grofen Differenz zwischen Gesamt-N 
und Harnstoff-N. Die Quotienten _— und a steigen 
nach der Harnstoffgabe betriachtlich. 

Ein Einflu8 des gereichten Harnstoffs auf die Zuckeraus- 
scheidung besteht nicht und auch die Reaktionen auf Aceton- 
kOrper waren unverdandert. 

Bemerkenswert und sicherlich fiir die Reaktion giinstig 
ist die langsame sich iiber Tage hinziehende Ausscheidung des 
Harnstoffs. Die Patientin neigte tiberhaupt, wie Ofter Diabetiker, 
zu Stickstoffretentionen. Aus diesem Grunde erschienen mir 
Zuckerkranke fiir diese Versuche besonders geeignet. 


2. 15jahriges Midchen mit mittelschwerem Diabetes. 


Beurteilung des 2. Versuches: Der an 3 aufeinander- 
folgenden Tagen gegebene Harnstoff wird auch hier langsam 
ausgeschieden. Die Ausscheidung ist erst zwei (vielleicht sogar 
drei) Tage nach der letzten Harnstoffgabe beendet. Ein Teil 
des Harnstoffs veriaiit den K6rper rasch und verursacht ein 
Sinken der Quotienten NH,-N : N und NH,-N : U-N an den drei 
Harnstofftagen. Die tigliche Ammoniakmenge steigt an den 
beiden folgenden Tagen, an denen der Harnstoff noch nicht 
vollig ausgeschieden ist, erheblich an. Die Differenz zwischen 
Gesamt-N und Harnstoff-N sind groB, die Quotienten steigen. 
An den folgenden Tagen Riickkehr aller Werte zu der Hohe, 
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die sie vor dem Versuch hatten. Bald darauf ein zweiter An- 
stieg des Ammoniaks zugleich mit einem Steigen der N- und 
Zuckerausscheidung, wiéhrend die Acetonkérper unverindert 
schienen. Ob dieser zweite Gipfel ein zufiilliges Ereignis dar- 
stellt, kann nicht entschieden werden. 


2. 15jihriges Midchen mit mittelschwerem Diabetes. 


Ss 
as 








‘Menge Zucker, N bee NH, ay) Amino- NH, -_N NH ,-N | Bemer- 











on on . | g g | g oe N00 W 100U-1 oongen 
3. XL) 1050 | 12,60 12,42, — 0,944 | 0,308 | 7,60) — | 

s. | 1500 | 39,00 13,69 11,24 1,037, — | 7,57 | 9,22 | 

5. | 1500 | 25,50 16,15 13,19 | 1,356 | 0,348 | 8,38 | 10,27 | 

6. | 1500 | 24,00 17,79, 15,15 | 1,081 0,303 | 611 | 6,65 | 10 g U 
7. | 2000 | 14,00 21,31 18,72 1,217 | 0,488 | 5,72 | 6,50 |15 > » 
8. | 1600 | 6,40 22,82 19,97 |1,179 0,417 | 5,21 | 5,90 | 15 » » 
9. | 1750 | 17,50 17,12 13,70 | 1,686 | 0,462 | 9,88 | 12,30 : 

10. | 1800 | 3,60 18,42 14,07 | 2,241 | 0,641 | 12,16 | 15,95 | 

11. | 1500 7,50 15,83) 12,90 | 1,545 | 0,526 | 9,70 | 11,96 

12. 1500 | 15,00 13,85 11,25 1,194 | 0,198 | 8,62 | 10,60 

13. | 1500 | 18,00 15,04 11,60 | 1,460 | 0,278 9.71 | 12,60 

14. | 1700 | 18,00 15,61 11.99 | 1,969 | 0,287 | 12, 58 | 16,40 

15. | 1500 | 28,50 16,34 11,91 |2,945 | 0,824 | 13,75 | 18,84 

16. | 2200 39,60 18,02 12,76 | 2,441 | 1,075 | 13,54 | 19,15 

17. | 1300 | 12,50 9,48 7,17 41,110 0,379 “11,70 15,50 

18, | 1500 27,00 [18,50 15,31 | 1,367 | 0,668 | 7,38 | 8,92 











Die Diat war kohlenhydratfrei, mit ca. 14 g N und 1750—1800 Kal. 
Die Acetonkérper wurden nicht bestimmt. Aceton- und Acetessigsaure- 
reaktion waren immer schwach positiv und zeigten keine erkennbaren 
Schwankungen in ihrer Intensitat. 

Bemerkenswert ist aber, daB der Aminosauren-N, d. h. der 
formoltitrierbare N minus NH,-N, sowohl dem ersten, wie dem 
zweiten Ammoniakgipfel folgt. 

Im Gegensatz zu dem vorigen Versuche sinkt bei dieser 
Patientin nach der Harnstoffgabe die Zuckerausscheidung stark 
ab. Dieser Befund konnte bisher noch nicht wieder erhoben 
werden. Sollte es aber gelingen, diese Erscheinung wiederholt 
zu sehen, so wird man auch darin den Ausdruck eines inter- 
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mediaren Vorgangs sehen, wie ihn Ltithje!) zur Erklarung der 
N-Retention bei Diabetikern annimmt, Glykosaminbildung oder 
vielleicht Aminierung von Sauren durch die gréfere Ammoniak- 
menge, die nach Harnstoffgabe (oder bei Harnstoffretention) zur 


Verfiigung steht. 
3. Hund Terry. 
Weiblicher Foxterrier. Futter: 150 g geschabtes Pferdefleisch, 40 g 
Schweineschmalz, 50 g Kartoffelbrei, N-Gehalt 6,64 g (Analyse). Das Futter 
wurde einmal am Tage um 2 Uhr gereicht und sofort quantitativ ver- 


zehrt. Der Hund lief\ nie spontan Wasser. Er wurde tiglich um 104 a. m. 
ee 


| 


| | Harn- | NH,- Amino- 


Da- “Menge: N | stoff- N ‘suren- NH,-N _NH,-N Be- 
tum | N | N 100 N 100 U-N merkungen 
j}eem} g | g | g g | | 





| | | | 
1. L 132 | 4,90 3,84 | 0,238| 0,096 | 4,86 |} 6,20 
2. 154 | 5,36 | 4,64 | 0,237| 0,138 | 4,41 | 5,11 
3. 180 | 6,52) 5,36 | 0,339 | 0,171 | 5,20} 6,32 
4, 0,424 | 0,122 | 690 | 852 
5. 168 | 6,58 5,75 | 0,377| 0,147 | 5,72 | 7,17 
| 0,331) 0,134 | 516 | 6,38 
7. 178 | 6,52 | 5,24 | 0,305) 0,164 | 4,68 | 5,82 
8. | 342 | 15,50 | 13,40 | 0,381 | 0,215 | 2,46 | 2,85 |a) 20g) Harn- 
9. | 320 | 15,38 | 12,76 | 0,527/ 0,260 | 3,43 | 4,12 20> stoff 
10. 288 | 15,11 | 12,38 | 0,648) 0,349 | 4,28 5,24 | 20>) peros 
114. | 128 | 611! 4,72 | 0,547! 0,147 | 898 | 11,60 
12. 124 | 601 | 4,58 | 0,457/ 0,236 | 7,39 | 9,52 











13 143 | 550) 4,64 | 0,398/ 0,191 | 7,24) 858 
14 138 | 5,11 | 3,89 | 0350) 0,211 | 684] 9,00 


15. 174 | 5,87 4,79 | 0,370! 0,238 | 6,30 | 7,94 
16. | 324 | 14,58 | 13,61 | 0,353} 0,294 | 2.42 | 2,59 |b) 20g) Harn- 
17. | 290 | 15,98 | 14,82 | 0,547| 0,267 | 3,42 | 3,68 | 20>) stoff 
18. | 310 | 14,74 | 13,75 | 0,448) 0,345 | 3,02 | 3,26 20» | subcut. 
19. | 180 | 650} 4,60 | 0,796| 0,241 | 12,25 | 17,32 
20. 181 | 5,89 | 4,82 | 0,384) 0,313 | 652 | 7,97 
21. | 184 | 5,98 | 4,76 | 0,497/ 0,295 | 8,31 | 10,45 | 
22. 125 | 568 | 4,42 | 0,422| 0,182 | 7,43 | 9,55 | 
23. | 132 | 5,75 | 3,99 | 0,332) 0,231 | 5,78 | 831 
24. 158 | 5,65 | 0,528) 0,241 | 9,34 | 12,65 
25. | 184 | 5,94) 4,39 | 0,455! 0,236 | 7,66 | 10,35 
26. 188 | 5,49 | 4,50 | 0,359] 0,249 | 6,56 | 7,97 
27 175 | 5,59 | 4,63 | 0,348! 0,315 | 6,22 | 7,52 


*) Verbandl. d. D. Kongr. f. inn. Medizin, 1906. 
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katheterisiert. Der Harn war stets frei von Eisen und von saurer Re- 
aktion. An den beiden letzten Versuchstagen war der Harn ganz schwach 
alkalisch gegen Lackmus. Der Harn wurde stets ganz frisch verarbeitet. 
Der Kot wurde so selten abgesetzt, daf\ der Kot der Harnstofftage nicht 
gesondert untersucht werden konnte. Es wurde daher auf die Analyse 
der Faeces iiberhaupt verzichtet. 

Beurteilung des Versuches. Der Hund hatte eine 


sehr gute Konstanz der N-Ausscheidung. Auch der per os und 
subcutan zugefiihrte Harnstoff wurde prompt am gleichen Tage 
ausgeschieden. Ammoniak- und Aminosdurenwerte werden durch 
die Harnstoffzufuhr beide Male deutlich beeinfluBt. Bei a liegt 
das Maximum der Ausscheidung fiir beide am 3. Harnstofftage. 
Bei b ist das Maximum der Aminosiurenausscheidung ebenfalls 
der 3. Harnstofftag, wihrend die Ammoniakausfuhr am ersten 
Nachtag den héchsten Wert erreicht. Die Nachwirkung ist auch 
bei a deutlich. Die rasche Ausscheidung des zugefiihrten Harn- 
stoffs bewirkt ein Sinken der Quotienten an den Harnstofftagen. 
An den Nachtagen kommt das Steigen der Quotienten deutlich 
zum Ausdruck. 

Die prompte Ausscheidung des zugefiihrten Harnstoffs und 
die gute N-Konstanz gestatteten hier die Ammoniakwerte auf die 
Stickstoff- und Harnstoffmengen zu beziehen, die im Stoffwechsel 
gebildet werden. 

Der Durchschnitt der taglichen N-Ausscheidung aus den 
5 Tagen vor der ersten Harnstoffgabe ist 6,42 g. Der Durch- 
schnitt der 5 Tage vor der ersten Harnstoffinjektion ist 5,72 g. 
Die endogenen Harnstoffwerte ergeben sich aus der Differenz 
des ausgeschiedenen und des zugefiihrten Harnstoffs. 

Dann sind die Quotienten folgende: 

































NH,-N NH,-N 
Umsatz-N Umsatz-Harnstoff-N 

5,93 9,36 
8,20 15,38 
10,09 21,52 
6,16 8,25 
9,55 9,62 
7,83 10,12 
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Eine Steigerung der N-Ausscheidung tiber den Betrag von 
Umsatz- und Harnstoff-N hat in beiden Versuchen nicht statt- 
gefunden. Die N-Ausscheidung ist im Gegenteil nach den Harn- 
stoffgaben nicht mehr so hoch, wie vorher. 


4. 14jahrige Patientin mit schwerem Diabetes. 


Beurteilung des 4. Versuches: Die NH,-Ausscheidung 
war bis auf den 1. VII., wo sie um 33° hoher war, recht 
gleichmafig. An 4 aufeinanderfolgenden Tagen vom 3.—6. VII. 
wurden je 20 g Harnstoff gereicht. An den drei ersten Tagen 
wurde der Harnstoff so gut wie voéllig ausgeschieden. An den 
beiden ersten Tagen ist an der NH,- und Aminosaurenaus- 
scheidung nichts geaindert, am 3. Tag besteht eine unbedeutende 
Erhéhung des NH,-Wertes und eine gréfere der Aminoséuren- 
menge, die aber von einem Werte der Vorperiode noch iber- 
troffen wird. An diesem Tage sinkt das Verhiltnis von Harn- 
stoff-N : Gesamt-N. Am 4. Tage wird Harnstoff retiniert, dessen 
Ausscheidung am 7. VII., dem 1. Nachtage, noch fortdauert. 
An den 3 nachsten Tagen (8.—10. VII.) sinkt die N-Ausscheidung 
unter den Wert des N-Gehalts der Nahrung. In dieser Periode 
der N-Retention und noch einen Tag langer geht die Ammoniak- 
ausscheidung stark in die Hohe, und auch in der Amino- 
sdurenfraktion finden sich etwas erhdéhte Werte. Der Quotient 
Pine sinkt, und die Quotienten ae und yee 
steigen stark an. Nach dem 11. VII. sinkt die NH,-Menge, 
um am letzten Beobachtungstage (13. VII.) den Wert der Vor- 
periode zu erreichen. Die Titrationsaciditét schwankt nicht 
betrachtlich. Sie zeigt vom 8.—10. VII. einen leichten Anstieg, 
fallt aber am 11. VII., dem Tage der héchsten NH,-Ausscheidung, 
auf einen Wert, der an der unteren Grenze der hier beobach- 
teten liegt. Auch die Ausscheidung der Acetonkorper zeigt 
keinen Parallelismus zu der NH,-Menge, was bei der relativ 
geringen Schwankung ihrer Werte auch nicht zu erwarten ist. 
Eine Vermehrung der Acetonkérper durch die Harnstoffgaben 
ist nicht eingetreten. Die Zuckermenge ist unbeeinfluBt ge- 


blieben. 











4 


tf. L4jahrige Patientin mit schwerem Diabetes 
Hier wurde auffer den anderen Stoffen Aceton und Acetessigsiure nach Embden und Schmitz, p-Oxybuttersaiure 
durch Polarisation nach Atherextraktion und die Titrationsaciditat nach Moritz bestimmt. 












| Titrations- | ‘Harn- Harnstoff- Amino- Acet- | B-Oxy- 

Datum Menge aciditit Zucker) N | stoff- | N in °/o | NH;-N \sduren-| NH,-N| NH,-N |Aceton) essig- |butter- Be- 
| | pro | | N_ | vom Ge- N_ | 14100 N 1100 U-N sdure | siure | merkungen 
ecm | 100 ccm g | g | g samt-N g g g g ‘ 








27. VI! 2000 | + 9,50 | 12,0 12,40 10,20 | 82,30 | 1,141| 0,556 | 9,43| 11,48 | 0,185! 0,830) — 























5. | 2850 | +13,00 | 27,2 | 23,21 17,91 | 77,20 | 1,755) 0,802 

6. 2200 | +-12,50 | 26,4 | 19,41 15,811)} 81,40 | 1,480 0,626 

7. 2050 + 18,40 22,5 | 15,32 11,89 77,50 | 1,488 | 0,548 9,70) 12,50 | 0,350, 1,810) 13,61 | 

8. | 1900 +2000 | 21,4 | 12,31, 8,89 | 72,10 2,039 0,613 | 16,51) 22,90 | 0,612) 1,028 6,87 | 
| 





7,54| 9,78 | 0,340 | 1,700! 7,58 20> >» 
7,62, 9,35 | 0,267) 1,195 3,11 20> > 





| 
28. - 1800 | -+- 16,00 | 16,2 | 14,05 |11,46 81,50 | 1,270) 0,626 | 9,03 | 11,10 | 0,337} 1,384) 4,14 
. 2. | 2250 + 13,00 | 39,4 | 11,93 | 9,66 80,90 | 1,455 | 0,389 | 13,51 | 16,68 | 0,849) 1,581 | 10,80 
= 30. | 2000 + 14,50 | 14,0 | 12,62 10,00 79,15 | 1,550 0,516 | 12,28 15,50 | 0,320} 1,231) 5,61 
5 1. VII. 2050 | +.16,00 | 16,4 | 13,40 |10,68 79,70 | 2,072 | 0,520 | 15,48) 19,41 0,258 | 1,262 | 3,57 
e S. | 2350 + 16,00 | 20,0 | 13,85 11,17 80,60 | 1,518 | 0,890 | 10,95 | 13,60 | 0,566 | 1,164, 9,20 
= 3 2300 | +. 16,50 | 23,0 | 22,00 18,26 82,90 | 1,597 | 0,597 | 7,26| 8,74 | 1,085 | 1,360 | 7.65 20 g Harnstoff 
3 4. | 2320 _ +17,00 | 18,6 | 21,80 | —_ -— | 1,566 | 0,530 | 7,18; — 0,199 1,352) 558 20> > 
| | | 
| | 


| 


9. 1800 | +-20,50 | 21,6 | 10.58) — | — _ | 2,000 0,747 | 18,93) — | 0,297! 1,701 | 10,48 | 

10. | 1680 +2100 268 1048; — | — | 2,400) 0,521 2390 — | 0,259) 1,503 4,81 | 

11. | 2600 | +13,00 | 26,0 | 13,72, 926 | 67,50 2,732 0,731 | 19,89! 29,41 | 0,574) 1,625) 9,26 | 

12. 1770 +.13,00 | 14,4 11,038 8,56 | 77,60 | 1,810) 0,491 | 16,36/ 21,08 | 0,333) 1,067) 3,68 | 

18. | 1700; +1050| 104; — |— | — 1395; — | — | — | 0,191 | 0,880) — | 
= Die Patientin hatte eine strenge Diadt mit ca. 14 g N. 


') Nur durch eine Analyse gewonnener Wert. 
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Es ist also in diesem Versuch eine Steigerung der Am- 
moniakausscheidung erst eingetreten, als Harnstoff und nach 
ihm auch N der Nahrung retiniert wurden. 

Das Resultat dieser in den 4 Protokollen mitgeteilten 
8 Versuche und der zwei oben erwihnten hier nicht wieder- 
gegebenen Versuche ist folgendes: 

4mal ist durch Darreichung von Harnstoff bei gleich- 
zeiliger Gabe von Natr. citricum keine Steigerung des NH, 
eingetreten, ebenso 1 mal bei einem Miidchen mit normalem 
Stoffwechsel ohne Alkalidarreichung. 

In den iibrigen 5 Versuchen (3 an Diabetikern, 2 am 
Hund) ist nach Harnstoffdarreichung und bei N-Retention eine 
Steigerung des Ammoniaks und der Aminosiurenwerte erfolgt, 
die langer dauerte als die Anwesenheit des Harnstoffs im Korper. 

Dieses Resultat steht nicht in Widerspruch mit der Schlufi- 
bemerkung II von Janney: «Eine Umbildung von Harnstoff in 
Ammoniumsalze im Sinne einer ausgesprochenen Gleichgewichts- 
reaktion ist im normalen menschlichen KO6rper nicht nach- 
weisbar. » 

Wohl aber steht dieser Satz von Janney in Widerspruch 
zu seinen eigenen Resultaten. ‘In seinem Fall 30b (gesunder 
Mann) steigt nach einer Gabe von 20 g Harnstoff die Ammonium- 
menge um das 3—4fache (Werte der 3 Vortage: 0,0426; 0,0483; 
(0426. Wert des Harnstofftages: 0,1603. Werte der Nach- 
tage: 0,0753; 0,0209). Die Hauptmenge des Harnstoffs wird 
am gleichen Tage, ein Rest am ersten Nachtage ausgeschieden. 
Kin Mehr an N, als dem Harnstoff und der Nahrung entsprechen, 
ist nicht erschienen. Von einer Eiweifzersetzung kann also 

keine Rede sein. Daf das geringe Steigen der Titrationsaciditat 
ohne jede Bedeutung ist, braucht nicht mehr betont zu werden. 

Die iibrigen 5 Versuche an Normalen, die Janney ange- 
stellt hat, sind negativ verlaufen, was bei zweien vielleicht 
auch durch die am Harnstofftage gesteigerte Alkaligabe be- 
dingt ist. 

Auberdem hat Janney noch zwei Versuche an Patienten 
mit Lebercirrhose und einen Versuch an einem Patienten mit 
leichtem Ikterus angestellt, von denen in der Zusammenfassung 
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seiner Resultate gar nichts steht. Im Falle 19 (Cirrhosis hepatis) 
ist nach 20 ¢ Harnstoff trotz einer etwas groferen Alkalimenge 
am Versuchstage eine sehr betriichtliche Steigerung der Am- 
moniakausscheidung eingetreten (Werte der 3 Vortage: 0,2656: 
9.1076; 0.2176. Harnstofftag: 0,5532. Werte der 3 Nachtage: 
Q,2288: 0,2184; 0,2000). In diesem Versuch hat mit einer 
starken Steigerung der Diurese eine N-Ausschwemmung statt- 
gefunden, die auch an den Nachtagen noch anhiilt. Die Ande- 
rung der Titrationsaciditit ist ganz unbedeutend (von 0,0—2,0). 
Kine ganz sichere beurteilung dieses Versuches ist nicht mdg- 
lich. Das Steigen des Quotienten —_ scheint aber dafiir 
zu sprechen, dab hier eine Hemmung der Harnstoffbildung ein- 
getreten ist. In Janneys Fallen 21 (Ikterus) und 9 (Cirrhosis 
hepatis) ist dieser Erfolg zweifellos eingetreten. 

In Fall 21 steigt nach 20 g Harnstoff das Ammonium 
ganz betrichtlich an (Werte der 3 Vortage: 0,1017; 0,2259: 
0,1541. Harnstofftag: 0.3632. Nachtage: 0,1539; 0,2216). Die 
Ausscheidung des Harnstoffs scheint am Versuchstage nicht 
beendet zu sein. Die Titrationsaciditit steigt am Harnstofftage 
um 10,0 auf 0,0, bleibt aber am Nachtage trotz des Absinkens 
des Ammoniums auf diesem Wert. 

Im Fall 9 sind die Ammoniumwerte folgende: 

Vortage: 0,1113; 0,1046; 0,1253. Harnstofftag: 0,2965. 
Nachtage: 0,0791: 0,0728; 0,0866. Von dem N des Harnstoffs 
ist im Harn nichts erschienen. Die Belanglosigkeit der Aciditiits- 
werte ergibt sich aus dem Protokoll. 

Von den 10 Harnstoffversuchen Janneys haben also 
sicher 3 ein positives Resultat, ein Ansteigen der Ammoniak- 
ausscheidung, ergeben. Eine Nachwirkung tritt bei Janney 
héchstens im Falle 30b am ersten Nachtage hervor. Auch in 
diesen Versuchen scheint der Erfolg abhingig zu sein von der 
Langsamkeit der Harnstoffausscheidung. 

Denselben Befund erheben Schittenhelm und Katzen- 
stein!) in 2 Versuchen am Hund. Ich lasse die Protokolle 


hier folgen. 


') Zeitschrift f. exp. Pathol. u. Therapie, Bd. 2, 5. 542, 1906. 
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Hund |. Nahrungs-N 4,78 g. Vom 3.—5. VIII. 10 g U pro die. 
| ; Harn ma 
— pont ; NN: (NH,)N| Umsatz-N ; (NH np Omsatz-N 
29.VII. | 355 | 4,04 | 0,213 100 : 5,3 si ois 
30. 265 3,54 | 0,213 | d,9 _ 
31. 260 | 3,860,176) 4,4 - 
1.VI.| 260 | 322/014 | 9 44 = : 
2. 445 #16 | 0,19 | 4,6 — . 
3, 565 «8.29 | 0,196 | 24 100 : 5,46 3,59 
4. 528 | 7.83 | 0,213 | 27 6.80 3,13 
5. ') B40? 5,04 0,184 3.6 8.45 3,76 
6. 285 | 42 | 0,209 4,98 - it 
7. 405 | 4.48 | 0,224 5,0 io - 
g. 420 | 4,24 | 0,260 6,1 — — 


') Vorperiode : 
Harn zum Teil verloren. 








Harn-N, Durchschnitt 3,76 g pro die. 





Am 5. VIII. 


N-Ausscheidung sollte betragen 3,76 + 4,70 (Harnstoff 10 g) = 8,46. 


5.04 


: 8,46 == 0,154: x 


x -= (NH,)N = 0,318. 


Schittenhelm und Katzenstein. 











Hund I. 9., 10. und 11. IX. 10 g U = 4,7 g N. 
a eee 
Datum | meenge  N | CREF : (NH,)N | | Umsatz- N . Umsatz-N 

| ecm g | g : | (NH,)N 
22.Vill.| 340 | 4.45) 0,193 | 100: 4,38 el 
23. | 320. | 3.36 | 0,162 4,99 = 
24, | 270 | 343 0,132 3,85 | - 
9. | | 400 | 7,91 | 0,188 2,37 t 3,71 100 : 5,17 
10.} | 478 | 9,32 | 0,208 | 2,23 | 3,71 5,60 
11.) | 380 | 893) 023° | 2.54 3.7 6,20 
12. 485 | 4,35! 0,179 | 3.72 : - 


28* 
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Die Rubriken: Umsatz: N und Umsatz-N: NH,-N habe ich 
hinzugefiigt. Im Versuch I ist am 3. Harnstofftag Harn ver- 
loren gegangen. Ich habe in der unter dem Protokoll stehenden 
Rechnung versucht, den Fehlbetrag zu berechnen. Wenn dieser 
Tag auch keinen ganz genauen Wert gibt, so ist doch eine 
Steigerung der NH,-Ausscheidung unverkennbar. Da die N-Werte 
der Vorperiode nicht ganz konstant sind, ist auch die Berech- 
nung des Umsatz-N, d. h. Gesamt-N minus dem N des gereichten 
Harnstoffs, nicht ganz so exakt wie in meinen Versuchen am 
Hund. Aber die Steigerung der Verhaltnisse Umsatz-N : NH,-N 
ist ohne Zweifel. Bei Hund | tritt eine Nachwirkung sowohl 
in den absoluten NH,-Werten wie in dem Verhiiltnis N : NH,-N 
hervor. 

Aus allen diesen Versuchen geht hervor, dab 
beim Menschen und beim Hund nach Zufiihrung von 
Harnstoff per os (und beim Hund auch subcutan) eine 
Erhédhung der Ausscheidung des Ammoniaks und der 
Aminosiiuren (d. h. des formoltitrierbaren N) und ein 
Sinken der relativen Harnstoffmengen auftritt. 

Die Reaktion ist nicht bedingt durch einen Eiweifzerfall 
oder eine Acidose. Die Reaktion ist inkonstant und abhiangig 
von der Schnelligkeit der Ausscheidung und der Menge des zu- 
gefiihrten Harstoffs, sowie von der Dauer seiner Darreichung. 

laf} ein wahres chemisches Gleichgewicht nicht besteht, 
geht aus den einleitenden Bemerkungen und aus der Tatsache 
hervor, dal die Stsrung (Hemmung) der Harnstoffbildung die An- 
wesenheit des zugefiihrten Harnstoffs im K6rper tiberdauern kann. 

Die Erscheinung kann nur gedeutet werden als eine Ver- 
schiebung des Endzustandes, bedingt durch einen lahmenden 
Kinflu}, den das Produkt des fermentativen Vorganges auf 
das Ferment austibt. 

Diese Deutung stimmt teilweise mit den Beobachtungen 
und Schubfolgerungen Tammanns!) tiberein. Die Auffassung 
Tammannsumfaft aber nicht die hier beobachtete Nachwirkung. 

Diese Nachwirkung kénnte man wohl in Parallele stellen 
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zu der Toleranzschiidigung des Diabetikers nach einmaliger tiber- 
grober Zuckergabe. Die Verhiiltnisse liegen aber in diesem 
Falle, indem es sich um einen reversiblen Vorgang handelt, 
viel komplizierter und werden erst diskutierbar sein, wenn 
fiir reversible Fermente der Einflu§8 eines Substrates auf die 
Aktivitét des synthetisierenden und spaltenden Prinzips unter- 
sucht sein wird. 

Die Untersuchungen von Tammann, die an ungeformten 
Fermenten angestellt sind, waren nicht geeignet, eine Nach- 
wirkung zu beobachten. 

Eine Mitteilung tiber Versuche, die dieser Frage gelten, 
werde ich der Redaktion dieser Zeitschrift bald tiberreichen. 





Gottingen, den 12. Februar 1912. 





Uber eine quantitative Zuckerbestimmungsmethode im Blute. 


Von 
E. Herzfeld. 


(Aus dem chem. Laboratorium der mediz. Universitiatsklinik Ziirich ) 
Direktor: Prof. Dr. H. Eichhorst. 
(Der Redaktion zugegangen am 16, Marz 1912.) 


Unter den Kohlenhydraten hat man im Blute zuerst den 
Traubenzucker identifiziert. Spater wurden Fruktose, Isomal- 
tose und Pentose nachgewiesen. Bei der Reduktionsfahigkeit 
des Blutes spielen also neben Traubenzucker auch diese Fak- 
toren mit, welche bei einer Hyperglykimie sogar stark ver- 
mehrt sein sollen. Auch wird von Verbindungen des Trauben- 
zuckers mit anderen Komplexen gesprochen: z. B. Jecorin, eine 
Lecithinglukose. Diese Frage, wie auch eine neuere, daB ein 
Teil des Zuckers mit Eiweif verbunden vorkommt, ist bisher 
noch nicht entschieden worden. Ks ist nun verstandlich, dal 
man durch Titration einen hdheren Zuckergehalt findet als 
polarimetrisch, so da8 man eigentlich zur Bestimmung von 
Dextrose nur die polarimetrische Methode anwenden sollte. Da 
man aber nicht immer iiber solche Blutmengen verfiigt, die 
eine polarimetrische Bestimmung ermdglichen, muf man sich 
oft mit den Reduktionsmethoden begniigen. 

Fiir den quantitativen Nachweis des Zuckers im Serum 
und Vollblut ist es durchaus notwendig, nur frisches Blut zu 
beniitzen, da der Zuckergehalt nach Cl. Bernard infolge der 
Einwirkung eines glykolytischen Fermentes mehr oder weniger 
abnimmt, ja sogar oft verschwindet. Cl. Bernard gibt fiir 
die Zuckerbestimmung folgende Methode an: 30—-50 ccm Blut 
werden in einer Porzellanschale iiber gleichen Gewichtsteil 
Natriumsulfat aufgefangen. Die Masse wird filtriert und im 
Filtrat titrimetrisch oder polarimetrisch der Zuckergehalt be- 


stimmt. 
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Michaelis und Rona beschreiben folgende Methode: 
30—40 g Blut werden mit Wasser zu 11 aufgefiillt und hierzu 
etwa 3 ccm Eisenlisung gegeben. Nach etwa 10 Minuten setzt 
man 1—1,5 g MgSO, in Substanz hinzu, schiittelt 1—2 Minuten 
und filtriert; das Filtrat wird bei schwach saurer Reaktion 
konzentriert. Der Zucker wird polarimetrisch oder titrimetrisch 
bestimmt. 

Nach Schenk versetzt man 50 cem Blut -++- 50 cem H,O 
mit 100 cem 2° oiger HCl und 100 cem 5°’oigem Sublimat. Am 
nichsten Tage wird filtriert, das Filtrat mit H,S vom Queck- 
silber befreit und der H,S durch einen Luftstrom entfernt. Nach 
Abstumpfen der sauren Reaktion engt man im Vakuum ein 
und fiillt mit H,O zu 50 cem auf. 

Nach Bang extrahiert man den Zucker durch Alkohol 
unter Verwendung der Zentrifuge: der Alkohol wird verjagt, 
der Riickstand in Wasser gelést und die Verunreinigungen 
durch Kaolin, oder noch besser durch Eisen entfernt. Im 
Filtrate wird der Zucker am besten titrimetrisch bestimmt. 

Fiir geringere Zuckermengen in wenig Blut ist das Ver- 
fahren von K. Reicher und H. Stein angegeben. Auf 10 ccm 
ec-H,SO wirft man eine a-Naphtholtablette von 0,05 g, worauf 
man 2 ccm mit Eisen enteiweiftes Blutserum zufliefen labt. 
Dann soll vorsichtig umgeschwenkt werden und nach dem Ab- 
kiihlen das Volumen mit cc-H,SO, auf 20 ccm erginzt werden. 
Der Vergleich mit einer Testlésung 0,02°/o Traubenzucker soll 
mit dem Chronophotometer von J. Plesch ausgefiihrt werden. 
Zu bemerken ist, daf} verschiedene Kohlenhydrate ungleiche 
Nuancen geben, dafi Temperatur und Tropfengr68e bei der 
Mischung mit cc-H,SO einen Einflu§ haben. 

Verfasser michte ebenfalls fiir geringe Zuckermengen eine 
einfache Methode beschreiben, die eine rasche und ziemlich 
exakte Bestimmung ermdéglicht. 

Prinzip: Blut oder Blutserum kann mit einer Metaphos- 
phorséurelésung quantitativ vom Eiweif befreit werden und 
im Filtrat kénnen die Kohlenhydrate auf Zusatz von Alkali, 
beim Erhitzen mit einer eingestellten Methylenblaulésung titriert 
werden. 
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Nach den Angaben von A. [hl und A. Herzfeld wird 
nimlich eine wasserige Methylenblauldsung (1 : 1000) in atz- 
oder sodaalkalischer Lésung durch Aldosen, Ketosen und Dex- 
trine beim Erhitzen entfairbt (Leukomethylenblau). Bei einem 
blinden Versuch trat keine Entfarbung ein, auch auf Zusatz 
von Harnstoff nicht, wohl aber wirken auf die Methylenblau- 
losung Eiweif, Cholesterin und Bilirubin ein. 

Bei der Priifung einer L6sung, welche 1°/o Traubenzucker 
und 1°/e Eiweifi enthielt, konnte mit einer 10°/oigen Meta- 
phosphorséurelésung das Eiweif gefiéllt werden und das Filtrat, 
wo keine Spur von Eiweifi zu finden war, enthielt 0,98 °/o 
Traubenzucker (polarimetrisch). 

Krforderliche Losungen: 

1. Wasserige Methylenblaulésung 1 : 100000, 
2. 20°/oige Kalilauge, 

3. 10°/oige Metaphosphorsaure, 

¢. O,1°%/oige Traubenzuckerlésung. 


Man stellt sich eine genaue 0,1°/oige Methylenblaulosung 
her, entnimmt davon 1 cem und ergiinzt mit H,O auf 100 cem, 
so hat man Losung 1. 


Ausfiihrung. Zu einer genau gemessenen Menge der 
0,1°/oigen Traubenzuckerlésung setzt man 0,5 cem 20°/oige KOH, 
erwirmt vorsichtig auf einem weifen Asbestpapier tiber einer 
sehr kleinen Flamme fast bis zum Sieden. Sobald die heibe 
liissigkeit beginnt sich gelblich zu farben, 148t man aus einer 
Kiirette obige Methylenblaulésung tropfenweise an der Wand 
des Kélbchens vorsichtig zulaufen, wobei das Erhitzen fort- 
gesetzt und ein Schiitteln vermieden werden soll. Wenn sich 
der letzte blaue Tropfen auch beim vorsichtigen, Vermengen 
mit einem Glasstab nicht entfarbt, ist die Reaktion beendigt. 
Mit einem weifen Hintergrund kann man den Farbenumschlag 
scharf beobachten. 

Aus den folgenden Zahlen ist ersichtlich, dab die Reaktion 
ziemlich quantitativ verléuft. 0,001 g Traubenzucker kann im 
Mittel 1,6 ccm Methylenblaulésung entfarben; folglich wirde 
! ccm Methylenblaulésung = 0,000625 g Traubenzucker sein, 
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und so kénnte man mit 0,1 cem schon 0,0000625 ¢ Trauben- 
zucker nachweisen. 














Traubenzucker Verbraucht ccm Methylenblau 
g l. 2. 3. 4. 
0,001 1,5 1,6 1,7 1.6 
0,002 3,0 31 | 34 3,3 
0,003 49 5.0 4,8 4,9 
0,004 6.6 6,5 6,6 6,5 
0,005 8,2 8.3 8.1 8.3 
0,006 9.8 9.6 9.8 97 
0.007 11,1 11,3 11,5 11,3 
0,008 13,0 13,1 — 129 13,2 
0,009 14,4 14.6 | 14,5 14,5 
0,010 16,9 | 17,0 17.1 16.9 


Bestimmung im Blute. 3—5) cem frisches Blutserum 
oder Vollblut werden mit der etwa 3fachen Menge 10°/oiger 
Metaphosphorsiiure versetzt, nach etwa 10 Minuten filtriert und 
der Niederschlag mit etwas Metaphosphorsiiure nachgewaschen. 
Das wasserklare Filtrat (frei von Eiweif, Cholesterin und Bili- 
rubin) wird mit KOH neutralisiert, und noch 0,5 cem 20°/oige KOH 
hinzugeftigt, vorsichtig erhitzt und beim Eintreten einer gelb- 
lichen Farbe, wie oben angegeben, bis zur schwachen Blau- 
fiirbung titriert. Es mégen folgende Beispiele angefiihrt werden. 


Trauben- 

zucker 

Blut K 2,8 ccm verbraucht 2,9 ccm Methylenblau — 0,065°/, 
, 2 . 2,1 » = 0,066 

W 2,4 i , = 0,096°/» 

» 5 7,9 | = 0,099, 


Vom Blut W wurden noch 10 cem mit Metaphosphorsiiure 
vom Eiweif befreit, fiitriert, das Filtrat neutralisiert und mit 
Kssigsdure und Phenylhydrazin (5 Tropfen Phenylhydrazin, 
10 Tropfen Eisessig) auf dem Wasserbade !/2 Stunde erhitzt. 
Nach dem Abkiihlen wurden die schénen gelben Krystail- 
biischel von Glukosazon durch ein gewogenes Filter filtriert, 
gewaschen, getrocknet und gewogen. 
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a — 0,0151 g in 10 cem Blut 


Gluko-  Glu- 
sazon  kose 


358 : 198 =a: x 

198 
"358 
x = 0,00835 g Traubenzucker in 10 ccm Blut, 
folglich 0,084 °/o Traubenzucker. 


Die Bestimmung wurde einen Tag spiter vorgenommen, 
so dafi man nach Cl. Bernard den Verlust an Traubenzucker 
zum Teil erklaren k6nnte (Wirkung des glykolytischen Fer- 
mentes). Ob aber die fehlenden 0,015°/o auf Rechnung der 
librigen reduzierenden Substanzen geschrieben werden sollen, 


ist noch nicht erwiesen. 
Jedenfalls kann man mit Hilfe dieser Methode die Menge 


der reduzierenden Korper im Blut einfach und ziemlich genau 
feststellen. 


— 0,0151 - 0,553 


i=u= ¢@ 
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Beitrag zur Kenntnis des Abbaus der Proteine im Darmkanal. 
Von 


Emil Abderhalden und Friedrich Kramm. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Februar 1912.) 


Bei der Untersuchung des Darminhaltes werden stets nach 
EiweiBfiitterung Aminosduren neben Peptonen und Polypeptiden 
aufgefunden. Wie jiingst gezeigt werden konnte,') ist die Menge 
der Aminosiiuren eine ganz betrichtliche, jedoch tiberwiegen 
die Peptone stets. Dieser Befund labt eine verschiedene Deutung 
des Umfanges des Abbaus der Proteine und Peptone im Darm- 
kanal zu. Man kann einmal annehmen, dal in der Hauptsache 
Peptone zur Resorption gelangen. Mit ebensoviel Recht kann 
man jedoch auch den Schluf ziehen, dai der Abbau der Ei- 
weibkérper im Darmkanal im wesentlichen zu Aminosiuren 
fiihrt. Die Peptone iiberwiegen deshalb an Menge gegeniiber 
den Aminosiuren, weil die letzteren rasch zur Resorption ge- 
langen, wiihrend die Peptone ihres weiteren Abbaus durch die 
Fermente des Magendarmkanals harren. 

Gegen die Moglichkeit eines vollstandigen Abbaus der 
Proteine bis zu Aminosdéuren im Darmkanal ist eingewandt 
worden, dafi der Abbau der Eiweifkorper im Reagenzglas durch 
Pankreas- und Darmsaft auffallend langsam erfolgt. Der eine 
von uns hat bereits gemeinsam mit Gigon!') bei der hydro- 
lytischen Spaltung von Polypeptiden den verzigernden Einflub 
der Spaltprodukte zeigen kénnen. Im Darmkanal werden die 
hemmenden Abbaustufen fortwithrend durch Resorption beseitigt, 
wahrend im Reagenzglas die entstehenden Produkte alle liegen 
bleiben. Es braucht dieser Umstand jedoch nicht der einzige 
Grund fiir den langsameren Abbau im Reagenzglas zu sein. 


') Emil Abderhalden, Uber den Gehalt des Darminhaltes einiger 
Sdugetiere an freien Aminosiuren, Diese Zeitschrift, Bd. 74, 5. 436, 1911. 

1) Emil Abderhalden und Alfred Gigon, Weiterer Beitrag 
zur Kenntnis des Verlaufs der fermentativen Polypeptidspaltung, Diese 
Zeitschrift, Bd. 53, S. 251, 1907. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 29 
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Wir sind zurzeit nicht in der Lage, ein genaues Bild tiber die 
Bedingungen des Abbaus der Nahrungsstoffe im Magendarm- 
kanal zu geben. Einmal haben wir eine bestandige Sekretion 
von Magensaft, Galle, Pankreas- und Darmsaft. Bestiindig wird 
neuer Chymus aus dem Magen in den Darmkanal in kleinen 
Portionen tibergefiihrt. Dieser breitet sich in diinner Schicht 
auf einer grofien Oberflaiche aus und unterliegt nun der Ein- 
wirkung eines Gemisches von Verdauungssekreten unter ganz 
bestimmten vielleicht in bestimmter Weise wechselnden Be- 
dingungen. Beim Abbau der Eiweifikérper entstehen saure und 
basisch reagierende Abbaustufen. Wahrscheinlich wird im Darm- 
kanal von Fall zu Fall je nach der Reaktion des Verdauungs- 
gemisches ein Ausgleich geschaffen, sodafi die Reaktion an Ori 
und Stelle stets in feinster Weise abgestuft wird. Es spricht 
auch vieles dafiir, dab fiir verschiedene Abbaustufen verschiedene 
Fermente vorhanden sind. Solange wir alle diese Verhaltnisse 
nicht genauer iiberblicken kénnen, sind wir auch nicht in der 
Lage, beim Abbau der Eiweifk6rper im Reagenzglas Bedingungen 
zu schaffen, die der Verdauung unter normalen Verhiiltnissen 
nahe kommen oder gar entsprechen. 

Wir haben uns nun die Frage vorgelegt, ob der Abbau 
der Peptone des Darminhaltes nach dessen Entnahme aus dem 
Darme rasch weiter schreitet, wenn der Chymus bei 37° aul- 
bewahrt wird. Vorversuche zeigten, dafi eine Verdiinnung des 
Darminhaltes mit Wasser sofort fiir die weitere Verdauung im 
allgemeinen ungiinstige Bedingungen schafft. Ebenso ergab der 
Zusatz von antiseptischen Stoffen, wie Toluol, Chloroform usw., 
Storungen, besonders wenn solche Mengen davon zugesetzt 
wurden, die einen Einfluf{ auf das Wachstum der Bakterien 
hatten. Wir haben nach diesen Erfahrungen den Chymus ohne 
jeden Zusatz und ohne ihn zu verdiinnen in einem geschlossenen 
GefiiBe bestimmte Zeiten im Brutschrank aufbewahrt. Wir be- 
stimmten dann einmal den Gesamtstickstoffgehalt (Methode nach 
Kjeldahl), ferner den Ammoniakstickstoff (Methode Kriger- 
Reich-Schittenhelm) und endlich den Aminostickstoff (Me- 
thode van Slyke). Bei der Bestimmung des Aminostickstotfs 
nach van Slyke dauerte die Zersetzung in den einen Fallen 
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genau 5, in anderen 10 Minuten. Um zu wissen, wieviel Amino- 
stickstoff und Ammoniakstickstoff beim vollsténdigen Abbau 
der Peptone zum Vorschein kommt, haben wir einen Teil des 
(hymus jedesmal mit der dreifachen Menge rauchender Salzséure 
6§ Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Dann wurde mit Natron- 
lauge neutralisiert und mit den angegebenen Methoden Gesamt- 
stickstoff, Ammoniakstickstoff und Aminostickstoff bestimmt. 

Was die Bestimmung des Aminostickstoffs anbetrifft, so 
war es nicht mOglich, den Darminhalt direkt zu untersuchen, weil 
die im Chymus vorhandenen gréberen Bestandteile Stérungen 
verursachen. Wir haben deshalb den Chymus mit einer be- 
stimmten Menge Wasser aufgekocht und dann filtriert. Der Filter- 
riickstand wurde mit heifem Wasser gewaschen und die ge- 
samten Filtrate in einem Mafkolben auf ein bestimmtes Volumen 
aufgefiillt. Zu den einzelnen Bestimmungen wurden dann aliquote 
Teile der Gesamtfliissigkeit verwendet. Unter den gegebenen 
Bedingungen haben die Ammoniakstickstoffwerte eine nur relative 
Bedeutung, weil beim Aufkochen die Moglichkeit gegeben ist, 
dafS etwas Ammoniak entweicht. Wir hiitten durch Zugabe von 
Saéure zu dem Gemisch diese Moglichkeit ausschalten k6nnen. 
Ks ist jedoch erfahrungsgema8 schwierig, solche Gemische genau 
zu neutralisieren. Da es uns in erster Linie auf die Amino- 
stickstoffwerte ankam, muBten wir jede Méglichkeit einer sekun- 
déren Hydrolyse ausschalten. Wir kochten ganz kurz auf und 
fiihrten alle Operationen sehr rasch durch. Es ist selbstver- 
standlich auch die Méglichkeit vorhanden, da bei der Be- 
stimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke eine Hydrolyse 
von besonders leicht spaltbaren Peptonen eintritt. Die Er- 
fahrungen bei der Aminostickstoffbestimmung bei Polypeptiden 
zeigt zwar, dafi die Gefahr einer Spaltung keine sehr groBe ist, 
doch liegen voriiufig iiber das Verhalten von langen Ketten 
von Aminoséuren noch keine geniigenden Erfahrungen vor. 
Vergleicht man in den unten mitgeteilten Versuchen die bei 
© Minuten dauernder Zersetzung erhaltenen Werte mit denen, 
die nach 10 Minuten gefunden wurden, dann ergibt sich ohne 
weiteres, dafi die Dauer der Einwirkung der salpetrigen Siiure 
von grofiem Einflufi auf die Resultate ist. Es ist nicht még- 

20% 
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lich, a priori zu entscheiden, ob die 5 Minuten dauernde Ein- 
wirkung der salpetrigen Séure in allen Fallen geniigt, oder 
ob nicht vielmehr 10 Minuten erforderlich sind, um die wirk- 
lichen Aminostickstoffwerte zu erhalten. Vergleichende Unter- 
suchungen mit der Formoltitration nach Sérensen ergaben 
etwas hdhere Werte, als wir sie bei der 5 Minuten langen 
EKinwirkung der salpetrigen Siéiure nach van Slyke erhalten 
hatten. Die nach 10 Minuten dauernder Zersetzung erhaltenen 
Zahlen fiir den Aminostickstoff sind zu hoch. Unsere Erfahrung 
zeigt, dafi man die van Slykesche Methode von Fall zu Fall 
zu prifen hat. Eine Vergleichung mit der Formoltitration nach 
Sérensen wird am raschesten ergeben, wie lange die Zer- 
setzung dauern darf, ohne daf} eine erhebliche Spaltung ein- 
setzt. Die van Slykesche Methode hat gegeniiber der Formol- 
titration den grofben Vorzug der raschen Durchfiihrbarkeit. Hat 
man die van Slykesche Methode mit Hilfe der Formoltitration 
fiir den einzelnen Fall eingestellt, dann leistet sie ohne Zweifel 
Vorziigliches. Ohne die erwahnte Kontrolle ist die Deutung 
der Resultate, falls man absolute Werte zu erhalten wiinscht. 
unsicher, besonders dann, wenn man unbekannte Gemische 
zu untersuchen hat. Wir haben die Fehler, die der Ammoniak- 
und Aminostickstoffbestimmung nach der gegebenen Darlegung 
anhaften, durch Ausfiihrung mdglichst vieler Versuche zu kom- 
pensieren versucht. Wir betrachten die mitgeteilten Zahlen 
nicht als absolute Werte. Die Unterschiede sind so betricht- 
liche, daf die gezogenen Schlubfolgerungen ohne Zweifel be- 
rechtigt sind. 

Die folgende Zusammenstellung der erhaltenen Resultate 
zeigt, dali der Chymus kurz nach seiner Entnahme aus dem 
Diinndarm bereits erhebliche Mengen von Aminostickstoff und 
auch von Ammoniak aufweist. Die erste Untersuchung des 
Darminhaltes erfolgte 20—30 Minuten nach erfolgter Tétung 
des Tieres. Untersucht wurde der Darminhalt vom Schwein. 
Nach einstiindigem Aufbewahren im Brutschrank fand bereits 
eine erhebliche Zunahme des Aminostickstoffs statt. Nach zwei- 
stiindigem Verweilen bei 37° war der Prozentsatz an Amino- 
stickstoff weiter gestiegen. Nach 6 Stunden war bereits etwa 
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2's derjenigen Aminostickstoffmenge vorhanden, wie sie nach 
vollstandiger Hydrolyse mit rauchender Salzsiiure nachweisbar 
war. Unsere Beobachtungen sprechen ohne Zweifel dafiir, dal 
im Darmkanal Bedingungen vorhanden sind, die einen raschen 
Abbau bis zu Aminosauren gestatten. Wir zweifeln nicht daran, 
dai die Hydrolyse eine noch raschere sein wiirde, wenn die 
entstehenden einfachen Abbaustufen beseitigt werden kénnten. 

Gegen die erhobenen Befunde wird der Einwand er- 
hoben werden, dafi die Wirkung der Bakterien nicht ausge- 
schlossen war. Dagegen ist hervorzuheben, dafi im Darmkanal 
die Bakterien ebenfalls ihre Wirksamkeit entfalten, und ferner 
ist darauf hinzuweisen, dafi nach allen bisherigen Erfahrungen 
beim Abbau von Proteinen und Peptonen durch Bakterien eine 
erhebliche Desaminierung sich einstellt. Ein Blick auf die 
Ammoniakstickstoffwerte zeigt, dah diese nicht in gleichem 
MaBe ansteigen, wie die Aminostickstoffmengen, ja in einzelnen 
Fallen blieb eine Vermehrung des Ammoniaks fast  voll- 
kommen aus. 

Wir glauben unsere Beobachtungen in dem Sinne deuten 
zu kénnen, dali im Darmkanal alle Bedingungen zu einer 
raschen Zerlegung der Eiweifkérper und Peptone bis zu Amino- 
siiuren gegeben sind. Die erhaltenen Resultate stiitzen die An- 
nahme, dafi der Abbau der Eiweiikorper im Magendarmkanal 
ein sehr weitgehender bis vollstandiger ist, d. h. bis zu den 
einfachsten Bausteinen, den Aminosiuren, fiihrt. 


a) Untersuchungen, bei denen die Zersetzung nach 
van Slyke 10 Minuten dauerte. 


Versuch 1. 














1. Probe | 2. Probe | 3. Probe 
sofort untersucht nach 6 Std. untersucht; Hydrolyse 
NalsNH,ing ... . 01094 01712 02001 
>» »NH,»> .... 0.2307 | 0.3884 0.4521 
> » Gesamt-Ning. . 0.6708 0.8777 0.7076 
» » NH,in%odesGes.-N) 16,31 | 25,26 28,27 
» NH,» » > » 34.39 | 57,31 63,89 


Jede Probe enthalt 70 g Darminhalt. 
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Versuch 2. 





| 1. Probe 2. Probe 3. Probe 

sofort untersucht nach 6 Std. untersucht; Hydrolyse ) 
Nals NH, in g 0,028 | 0,0799 0,0927 
» » NH, > > 0.0837 «O28 0,2119 
> » Gesamt-Ning. . 02102 03643 | 0,3306 
» », NH, in °/odesGes.-N 13,32 | 21,91 | 28,03 
> » NH,> >» 30,82 | 63,43 64,09 

Jede Probe enthalt 90 g Darminhalt. 











Versuch 38. 




















| 1. Probe | 2. Probe 3. Probe 

‘sofort untersucht nach 3 Std. untersucht) Hydrolyse 
Nals NH, in g 001541 | 0,02802 0,02802 
» » NH, >» > 0,0665 | 0,08858 0,1309 | 
> » Gesamt-Ning. . 01513 0,1373 0,1726 
» » NH,in°/o desGes.-N) 9,95 16,21 16,23 
>» NH,> >> » | 42,95 | 64,52 75,84 

Jede Probe enthalt 50 g Darminhalt. 
Versuch 4. 

| | a 

| 1. Probe | 2. Probe 3. Probe 4 

sofort untersucht nach 3 Std. untersucht} Hydrolyse q 
Nals NH, in g | «9.03455 | 0,04735 0,7282 
» » NH, > > -) 01562 | 0,23985 0,3539 
> » Gesamt-Ning. . 0.4145 | 0,4035 (),4780 
>» » NH,in°/odesGes.-N 8,34 | 11,74 15,23 
» » NH,» >» » | 37,68 60,81 74,02 


Jede Probe enthalt 52 g Darminhalt. 
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Versuch 5. 





























1. Probe | 2. Probe | 
sofort 


nach 4 Std.'nach 5 Std. 


1. Probe | 2. Probe | 3. Probe | 4. Probe 
| sofort nach 1 Std. nach 2 Std. ydrolyse 
untersucht | untersucht | untersucht | 

N als NH, in g. 0,03327 | 0.036776  0,038527 | 0,143 
» » NH, > >. 0.200875! 0.28275 0,313125 | 0.4928 
» » Gesamt-N in g 0,5499 0.5972 0,6164 | 0.6479 
> NH, in %odesGes.-N 6,05 | 6,159 6.25 | 22.07 
>» « NH,» > 36,53 | -47,34 50,80 | 76,04 
Jede Probe enthalt 50 g Darminhalt. 
Versuch 6. 


3. Probe | 4 Probe 








untersucht} untersucht | untersucht bidentate 
N als NH, in g. 0,038527 | 0,06094 | 006144 | 0,105 
> » MBL >>... 0143125 | 0,209 | 0.20975 0,293 
» » Gesamt-N in g 0,36075 | 0,36075 | 0.36075 | 0.4378 
» » NH, in %o des Ges.-N) 10,68 16,89 | 17,03 | 23,98 
> >» Wha = > » {ames 57,92 | 5815 66,92 


Jede Probe enthalt 50 g Darminhalt. 


Versuch 7. 











1. Probe | 2. Probe 3. Probe 
sofort nach 4 Std. nach 5 Std. 
untersucht untersucht untersucht 
N als NH, in g. 0025918 | — 0,07355 0,0771 
| 
» » BR * ees 0,09116 | 0,17462 0.1753 
> » Gesamt-N in g 0,26268 | 0,355 (),3478 
» » NH, in °% des Ges.-N| 9,867 20,69 22,15 
>» » NH,» > >» 34,70 | 49,11 50,40 


Jede Probe enthalt 40 g Darminhalt. 
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Versuch &. 


1. Probe | 2. Probe 3. Probe |= 4. Probe 
sofort nach 1 Std. nach 2 Std. 


Hydrolyse 
untersucht untersucht untersucht y — 





N als NH, in g. 0.049035 0.05604 | 0,05954 | 0,0911 


» » NH, » >... . .| 0,126375 0.1478 0).162 — 0.3034 
>» » Gesamt-N ing .. | 0,338 0,331 0.3292 | 0,4098 
>» » NH, in %/o des Ges.-N 14,50 16,93 18,08 22,22 
: - «es » | 37,40 4465 | 49,20 74,03 


Jede Probe enthalt 50 g Darminhalt. 


Versuch 9. 





1. Probe | 2. Probe | 3. Probe 4. Probe 
' sofort nach 1 Std. nach 2 Std. 


‘untersucht untersucht | untersucht Hydrolyse 





N als NH, ing... . .| 0,049035 0,05604 | 0,05954 | 0.0911 


» NH, > >... . .| 0126875 | 0.1478 | 0,162 0,3034 

>» » Gesamt-N ing ... 0,338 — 0,331 | 0,3292 0.4098 
» » NH, in %o des Ges.-N 14,50 | 16,93 | 18,08 22,29 
NH,> » » » |87,40 4,65 49,20 74,03 


b) Untersuchung, bei denen die Zersetzung nach 
van Slyke 5 Minuten dauerte. 


Versuch 1. 











1. Probe 2. Probe 
sofort nach 3 Stunden 
untersucht | untersucht 
Nals NH, img 2-6 swe ewes | 0.0727 | 0,1069 
» » (iesamt-N in g. 0,2855 0,2995 
> » NH, in °/o des Gesamt-N 25,48 | 35,68 


Jede Probe enthalt 50 g Darminhalt. 





| 
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Versuch 2. 




















1. Probe 


2. Probe 





sofort nach 6 Stunden 
untersucht untersucht 
ef 68 Sl eee ee 0.0727 0.1258 
>» » Gesamt-N in ¢. 0.2855 0.3012 


> » NH, in °/o des Gesamt-N . . | 25,48 


)0 g Darminhalt zu jeder Probe verwendet. 


Versuch 3. 








1. Probe 


2. Probe 





sofort nach 3 Stunden 
| untersucht untersucht 
2. 3. & Fa 0.0811 0.1295 
>» » Gesamt-N ing. ....../ O.3112 0.3215 
> >» NH, in °'o des Gesamt-N . . | 26,06 10,28 


50 g Darminhalt zu jeder Probe verwendet. 


Versuch 4. 











1. Probe 


2. Probe 

















| 
| sofort nach 6 Stunden 
| 
| untersucht untersucht 
FF 2 © 3 eee ee ee 0.0701 0),1285 
>» » Gesamt-N ing....... 0.2850 0.2912 
> » NH, in °/o des Gesamt-N 24,59 44,15 
\0 g Darminhalt zu jeder Probe verwendet. 
Versuch 5D. 
ETSI es Neer aT el 
1. Probe | 2. Probe | 3. Probe 
sofort nach 3 Stunden|nach 6 Stunden 
untersucht | untersucht untersucht 
RewM Me. 6 se 0.1005 01416 | 0.1556 
> » Gesamt-N ing... 0.4413 0.4553 0 4483 
> » NH, in °/o des Ges.-N 22.79 31,10 34,70 


\0 g Darminhalt angewandt zu jeder Probe. 
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Versuch 6. 
— a senna: Ene el 
1. Probe 2. Probe | 3. Probe 
sofort nach 3 Stunden nach 6 Stunden 
untersucht untersucht | untersucht 
Nals NH, ing ..... 00908 | 0137 | 0,1855 
>» » Gesamt-N ing... 0,3362 0,3292 | 0.3362 
» » NH, in °/o des Ges.-N 27,00 — B4,54 40.30 


50 g Darminhalt zu jeder Probe verwendet. 


Um Mibverstiindnissen vorzubeugen, sei bemerkt. daf 
selbstverstiindlich die Zunahme an Aminostickstoff im Laufe 
der Verdauung nicht ohne weiteres mit der Bildung von Amino- 
siuren identifiziert werden darf, weil bei der Spaltung von 
Peptonen in einfachere Komplexe ebenfalls Aminogruppen zum 
Vorschein kommen koénnen, indem z. B. eine sdéureamidartige 
Verkettung unter Wasseraufnahme gelést wird. Wir diirfen 
anderseits unter Heranziehung direkter Bestimmungen der im 
Laufe der Verdauung sich bildenden Aminosiiuren die beob- 
achtete Zunahme an Aminostickstoff wenigstens zum Teil im 
Sinne einer Aminosiiurebildung deuten. Der hohe Gehalt an 
Aminostickstoff nach sechsstiindigem Verweilen im Brutschrank 
spricht ohne weiteres fiir die Bildung groBer Mengen von 
Aminosiuren. 

Die mitgeteilten Versuche werden im hiesigen Institut 
weiter fortgesetzt und auf ein verschiedenes Tiermaterial aus- 
gedehnt. Ferner sind Versuche im Gange, die den Einflub 
der Magenverdauung auf die Darmverdauung ergriinden sollen. 
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Spaltung des racemischen Histidins in seine optisch aktiven 
Komponenten. 
Von 
Emil Abderhalden und Arthur Weil. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 5.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Marz 1912.) 


Von den meisten Aminoséuren sind neben der in der 
Natur vorkommenden Form der Racemkirper und der optische 
Antipode bekannt. Beim Histidin ist dies nicht der Fall. Die 
in der Natur vorkommende Form ist das |-Histidin. Wir haben 
dieses durch Erhitzen unter Druck mit Baryt racemisiert und 
dann das dl-Histidin mit Hilfe von d-Weinsiiure in seine optisch 
aktiven Komponenten, das |- und d-Histidin, zerlegt.!) Dieser Weg 
erwies sich als auferordentlich brauchbar, und wir vermuten, 
dafi sich racemisches Lysin und Arginin iiber das weinsaure 
Salz ebenfalls in die optisch aktiven Komponenten zerlegen 
lassen. Mit Versuchen nach dieser Richtung sind wir beschiftigt. 
Ferner konnten wir feststellen, daB auch die Monoaminosauren., 
wie z. B. Leucin und Valin, sehr schén krystallisierende Salze 
nach Zugabe von d-Weinsiure geben. Ob es gelingen wird, 
Bedingungen ausfindig zu machen, um racemische Monoamino- 
siiuren und vielleicht auch racemische Polypeptide mit Hilfe 
der d-Weinsiure in die optisch aktiven Bestandteile zu zerlegen, 
mufi die weitere Erfahrung ergeben. Wir haben ferner dl-Hi- 
stidin durch Hefezellen zu spalten versucht, und es endlich an 
Kaninchen verfiittert und aus dem Harn reines d-Histidin ge- 
wonnen. Bei dieser Gelegenheit haben wir die Kigenschaften 
von dl-, d- und |-Histidin und einige ihrer Derivate studiert. 


Experimenteller Teil. 
I, Darstellung von dl-Histidin aus 1-Histidin. 


Als Ausgangsmaterial diente |-Histidin, das nach dem tb- 
lichen Verfahren aus Pferdeblut gewonnen worden war. Die vom 
!) Anmerkung bei Korrektur. Vgl. den Schluf dieser Arbeit. 


Frank Lee Pyman hat diesen Weg 1911 schon eingeschlagen. Seine 
Mitteilung war uns entgangen. 
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Serum getrennten roten Blutkérperchen blieben vier bis sechs 
Tage mit dem gleichen Volumen konzentrierter Salzsiure ge- 
mischt stehen und wurden dann sechs Stunden am RiickfluB- 
kihler gekocht. Die weitere Verarbeitung geschah nach den 
vorhandenen Vorschriften.!) Ks empfiehlt sich, das Hydrolysen- 
filtrat mit Natronlauge bis zur amphoteren Reaktion zu neu- 
tralisieren und nicht, wie angegeben, bis zur schwach alkalischen. 
Man kann dann von dem ausfallenden Niederschlage leicht ab- 
filtrieren und erhilt ein hell- bis dunkelgelbes Filtrat, das nun- 
mehr mit Sodal6sung deutlich alkalisch gegen Lackmus gemacht 
wird. Das zeitraubende Kochen bis zur vollstaéndigen Entfernung 
des Ammoniaks unterliefen wir ebenfalls.') Blieb der erwartete 
Niederschlag nach Zusatz der alkoholischen Sublimatlésung (1 kg 
auf 101 Blut) aus, so wurde weiter Sodaliésung bis zur Bildung 
von groben Flocken zugefiigt. Wir erhielten stets zuniachst 
das Histidinmonochlorhydrat und in den letzten Mutterlaugen 
erst das Dichlorhydrat. 

Da es sich bei unseren spiteren Versuchen als bequemer 
erwies, wenn wir mit der freien Aminosiure arbeiteten, suchten 
wir nach neuen Verfahren, um diese aus dem Chlorhydrat zu 
isolieren. Die von Kossel angegebene Isolierung mit Silber- 
sulfat?) und das Friinkelsche Verfahren mit frisch gefalltem 
Silbercarbonat*) waren fiir gréfBere Mengen zu kostspielig und 
zu umstiindlich. Wir versuchten zuniichst durch Kochen mit 
Bleioxyd Histidin aus dem Chlorhydrat zu gewinnen: 130 g, 
durch 6fteres Umkrystallisieren aus kochendem Wasser gerei- 
nigtes Histidinmonochlorhydrat, wurden zwei Stunden lang, in 
ca. 1,51 Wasser gelést, mit einem Uberschuf8 an Bleioxyd ge- 
kocht. Nach dem Erkalten wurde abfiltriert, der Riickstand 
ausgewaschen, bis das Filtrat mit Bromwasser keine Rotfarbung 


‘) Emil Abderhalden und Hans EFinbeck, Studien iiber den 
Abbau des Histidins im Organismus des Hundes, Diese Zeitschrift, Bd. 62, 
Heft 4, S. 329, 1909. 

*) A. Kossel, Uber die basischen Stoffe des Zellkerns, Diese Zeit- 
schrift, Bd. 22, S. 182, 1896. 

3) S. Fraenkel, Uber Darstellung und Konstitution des Histidins, 
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 24, S. 230, 1903. 
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mehr zeigte, und dann das Blei aus dem Filtrat mit Schwefel- 
wasserstoff gefillt. Das im Vakuum bis zur Krystallisation ein- 
geengte Filtrat gab nach mehrtiigigem Stehen eine Ausbeute 
von 90 g Rohhistidin = 94/9 der Theorie. 

Als wir das durch zweimaliges Umkrystallisieren aus etwa 
der zehnfachen Menge kochenden Wassers gereinigte Histidin 
auf sein DrehungsvermOgen untersuchten, zeigte es sich, dab 
es stark racemisiert war. Das Ausgangsmaterial zeigte in den 
von Abderhalden und Einbeck!) angegebenen Konzentra- 
tionen eine spezifische Drehung von -+- 1,18°. — 0.4438 g 
Histidinmonochlorhydrat in 5,4544 g Wasser gelist, d = 1,0295, 
drehten bei filtriertem Gasgliihlicht -- 0,09° (4- 0,01°) im 
1 dm-Rohr. 

Das daraus mit Silberecarbonat isolierte Histidin ergab 


la}, = — 35,56°. 0,3054 g Substanz in 9,9167 g Lésung, 
d = 1,0143, drehten die Ebene des polarisierten Lichtes 1,08 ° 


(+ 0,02°) nach links im 1 dm-Rohr. 
Das durch Kochen mit Bleioxyd isolierte Histidin besaf} 


dagegen nur eine spezifische Drehung von — 24,58°. 
0.2144 g Substanz in 10,8121 g wiisseriger Loésung, 


d = 1,0054, drehten — 0,49° (+ 0,02°) im 1 dm-Rohr. 
Zur Darstellung von optisch aktivem Histidin empfiehlt 
sich also das genannte Verfahren nicht. Dagegen erhielten wir 
sehr gute Resultate bei Anwendung von Lithiumhydroxyd: Zu 
einer abgewogenen Menge Histidinmonochlorhydrat, in wenig 
kaltem Wasser gelist, wird die berechnete Menge Normal- 
Lithiumhydroxydliésung hinzugefiigt, im Vakuum bei ca. 50° 
bis zur Trockne eingedampft, mit wenig absolutem Alkohol 
extrahiert und der Riickstand aus etwa der zehnfachen Menge 
Wasser umkrystallisiert. Im Eisschrank schieden sich schnell 
glinzende Krystallblittchen ab. Die Ausbeute betragt ca. 90°/o 
der Theorie. 0,2928 g Substanz in 8,3620 g wiisseriger Losung, 
d = 1,0136, drehten im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht — 1,40°. 


a) ) 


[a], = — 39,44°. 
F.: Bei raschem Erhitzen Braunfirbung bei etwa 255° 


) 


') Siehe oben 5S. 332. 
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(nicht korr.). Zersetzung unter Aufschiumen bei 279° (nicht 
korr. = 285° korr.). 

Friinkel!) gibt F. mit 253° an, unter Aufschaumen und 
Zersetzung. 

0,1784 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 34,3 eem 
"10-H,SO,. 

Berechnet fir C,H,N,O, (155,1): Gefunden: 

N = 27,10] 26,94 9/0. 

Der einfachste und bequemste Weg zur Isolierung der 
freien Base aus dem Chlorhydrat ist folgender: In eine méglichst 
konzentrierte wiasserige LOsung von Histidinmonochlorhydrat 
wird bis zur schwachen Ubersiittigung Ammoniakgas eingeleitet. 
Keim Einengen auf dem Wasserbade scheiden sich schnell grofe 
Krystalle ab, die aus Wasser umkrystallisiert werden. 

I’.: Bei 279° (unkorr.) Zersetzung unter Aufschiumen. Es 
tritt keine Racemisierung durch Ammoniak im Uberschuf ein. 

0,2161 g Substanz in 9,8168 g wiasseriger Ldésung, 


d = 1,0082, drehen im !/2 dm-Rohr bei filtriertem Gasgliih- 
licht, 0,44" (+ 0,01°). 
la| = — 39,6d°. 


D 
Um aus optisch aktivem Histidin den Racemkorper dar- 


zustellen, erhitzte Frankel Histidin mit 20°/oiger Salzséiure im 
SchieBrohr auf 160°?). 

Bedeutend leichter wird die Racemisierung durch Baryt- 
wasser bewirkt. 1 g Histidinmonochlorhydrat +- 100 ccm kon- 
zentrierte Salzsiure (d = 1,19) war nach 30stiindigem Kochen 
am RiickfluBkiihler gar nicht racemisiert. Dagegen zeigten 2 g 
Histidinmonochlorhydrat -++ 20 g Baryt + 600 cem Wasser nach 
20stiindigem Kochen am RiickfluBkihler ein Sinken der ur- 
spriinglichen Drehung von — 0,16° im 1 dm-Rohr auf — 0,05”. 

Eine vollstiindige Racemisierung erreichten wir schneller 
durch Erhitzen im Autoklaven. Die folgenden Zahlen fiir die 
Versuchsdauer und den Atmospharendruck sind die durch ver- 


') Lc. 8S. Baz. 
?) Sigmund Frankel, Abbau des Histidins. Beitrage z. chemischen 
Physiologie und Pathologie, Bd. 8, S. 160, 1906. 
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schiedene Versuche ermittelten giinstigsten Werte. Bei 7—8 
Atmospharen Druck tritt leicht Zersetzung unter Schwarzfirbung 
ein. Bei kiirzerer Versuchsdauer wird keine vollkommene 
Racemisierung erreicht. 

50 g Histidinmonochlorhydrat in 300 ccm heiben Wassers 
gelést werden mit 150 g Baryt 5 Stunden lang bei 5 Atmo- 
sphiiren Druck im Autoklaven erhitzt. Nach dem Offnen macht 
sich starker Ammoniakgeruch bemerkbar und rotes Lackmus- 
papier wird durch die Dampfe tiefblau gefarbt. Das hellbraun 
gefiirbte Gemisch wird in 51 kochenden Wassers gelést und heiB 
abfiltriert. Der Riickstand wiegt, bei 80° getrocknet, 26 g und 
erwies sich als Baryumcarbonat. Aus dem Filtrat wird der Baryt 
quantitativ mit Schwefelséure gefallt und der Niederschlag 
zweimal mit je 500 cem Wasser ausgekocht. Die vereinigten 
Filtrate werden im Vakuum bis auf etwa 1 | eingeengt und 
zweimal eine Stunde lang mit je 80 g Bleioxyd gekocht. Nach 
dem Erkalten wird filtriert und nach dem Auswaschen der Riick- 
stinde das blei mit Schwefelwasserstoff gefallt. Nach dem Ent- 
fernen des letzteren aus dem Filtrat durch Durchleiten von Luft 
wird mit Tierkohle entfirbt und schlieBlich im Vakuum bei etwa 
)0° bis zur beginnenden Krystallisation eingeengt. Die vereinigten 
Krystallfraktionen gaben nach einmaligem Umkrystallisieren aus 
etwa der 10fachen Menge kochenden Wassers eine Ausbeute 
von 19 g dl-Histidin = 51°/o der Theorie. 

Zur Analyse wurde die Substanz nochmals aus der 20fachen 
Menge kochenden Wassers umkrystallisiert. 

0,1614 g gaben 0,2735 g CO, und 0,0771 g H,O. 

0,1372 g verbrauchen nach Kjeldah| 26,6 ccm "/10-H,SO,. 


Berechnet fiir C,H,N,O, (155,1): Gefunden : 
C 46,42%]o C 46,22/o 
H 5,85 %/o H 5,38°/o 
N 27,10°/o N 27,16 °/o. 


In 3°/oiger LOsung zeigt die Substanz im 1 dm-Rohr keine 
Drehung des polarisierten Lichtes. 

F.: Bei raschem Erhitzen Braunfaérbung zwischen 255 
und 260°. Zersetzung unter Aufschiumen gegen 279—280° 
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(= 285—286° korr.). dl-Histidin besitzt entgegen dem fade 
schmeckenden |-Histidin einen schwach stiBen Geschmack. 

Ks ist in kaltem Wasser schwer loslich, in kochendem 
etwa 1:20; unlislich in Alkohol, Ather, Aceton, Chloroform. 
Aus heiBem Wasser krystallisiert es in viereckigen Prismen mit 
quadratischer Grundfliche und einem Achsenverhiltnis von 
etwa 1:1:3. 

Mit Bromwasser erhilt man beim Erwiirmen Hotviolett- 
fiirbung, die in Schwarz tibergeht. 

Kigenschaften des dl-Histidindichlorhydrats: dl- 
Histidin in etwa der 10fachen Menge warmer, konzentrierter 
Salzsiiure gelést, scheidet sich beim langsamen Verdunsten im 
Exsikkator in groBen Krystallen als Dichlorhydrat ab. Abgesaugt 
und im Exsikkator tiber Schwefelséiure getrocknet, zeigte die 
Substanz beim raschen Erhitzen im Kapillarrohr gegen 237° (un- 
korr.) Erweichen, und ohne zu schmelzen gegen 250—255° (un- 
korr.). Zersetzung unter Aufschiumen. Geschmack stark sauer. 

Frankel gibt fiir das racemisierte Histidindichlorhydrat 
einen Schmelzpunkt von 220° C. an.?) 

Analysen: 


0,1806 g Substanz verbrauchten 15,7 ccm "10 AgNO,. 
0,1154 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 28,15 cem 
n/io-HSO,. Fiir C,H,N,0, - 2 HCl (228,04). 
Berechnet: Gefunden: 
Cl 31,10°/o N 18,435 %%o Cl 30,83°/o N 18,31 %%/o. 


II. Spaltung von dl-Histidin in seine optisch aktiven Komponenten. 


Zur Spaltung von racemischen Aminosdéuren stehen uns 
in der Hauptsache bis jetzt zwei Methoden zur Verfiigung. Bei 
der einen, von Emil Fischer ausgearbeiteten Methode — Dar- 
stellung der Benzoyl- resp. Formylverbindung und Trennung der 
beiden mit Hilfe des Brucinsalzes — erhalten wir beide optisch 
aktiven Komponenten. Die zweite Methode, die sogenannte 
biologische, liefert in mehr oder weniger guter Ausbeute die 
in der Natur nicht vorkommende optisch aktive Komponente, 


1) a. a. O., S. 160. 
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wihrend die in der Natur vorkommende vom angewandten 
Organismus verwendet wird. Entweder benutzt man Mikro- 
organismen, z. B., nach dem Vorschlage von Felix Ehrlich 
Hefe, zur Spaltung der racemischen Verbindung, oder man ver- 
fiittert den Racemkorper an ein hoher organisiertes Tier (Wohl - 
gemuth). Wir haben zunachst versucht, Formyl-dl-histidin mit 
Hilfe von Brucin zu spalten. Es gelang uns nicht, optisch aktives 
Histidin auf diesem Wege zu erhalten. 


1. Versuch, Formyl-dl-histidin mittels des Brucin- 
salzes zu spalten. 


a) Darstellung von Formy]-l-histidin. 


Das Formy!-|-histidin ist bereits von Emil Fischer und 
Lee H. Cone dargestellt worden.!) Doch sind in der betreffenden 
Arbeit keine Angaben tiber das spezifische Drehungsvermégen 
gemacht. Wir stellten deshalb nach ihren Vorschriften aus 
4g l-Histidin — |a|)) — — 39,44 — die Formylverbindung dar. 
Beim Ausfallen des durch Extraktion mit heifiem Amylalkohol 
gewonnenen Rohproduktes aus der wiisserigen Losung mit 
Alkohol erhielten wir eine I. Fraktion von 1,8g, die durch 
zweimaliges Umkrystallisieren aus verdtinntem Alkohol gereinigt 
und im Exsikkator iiber Schwefelsiure getrocknet wurde. F.: 
Zersetzung unter Aufschaumen bei 198° (korr. 202°). 

0,2019 g Substanz in 9,3086 g wisseriger Losung, d = 
|,0077, drehen im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht -- 1,24 ° (+-0,02°). 


[a], = + 56,73° (+ 0,91°). 
b) Darstellung von Formy]-dl-histidin. 


17,5 g dl-Histidin werden mit 29g wasserfreier Ameisen- 
sdure 3 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Die LoOsung wird 
im Vakuum bis zum Sirup eingeengt. Wieder wird 3 Stunden lang 
mit 29g Ameisensiure erhitzt, eingeengt und die Formylierung 
noch ein drittes Mal wiederholt. Der so gewonnene braune Sirup 


‘) Emil Fischer und Lee H. Cone, Synthese von Polypeptiden. 
XXVII. Derivate des Histidins, Annalen der Chemie und Pharmacie, 
Bd. 363, S. 107, 1908. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 30 
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wird 14 Tage lang im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure 
und Atznatron getrocknet, dann in etwa 15ccm warmen Wassers 
gelést und mit 100cem Alkohol 4+- 20cem Ather versetzt. Im 
Eisschrank fallt ein flockiger, weiBer Niederschlag aus, der nach 
dem Absaugen nochmals in wenig Wasser geldst und mit Alkohol 
und Ather gefallt und schlieBlich durch Umkrystallisieren aus 
etwa 50°/oigem Alkohol gereinigt wird. 

Ausbeute: 14,5 g = 70°/o der Theorie. 

0,1976 g Substanz geben 0,3324 g CO, und 0,0824g H,0. 

0,1559 g verbrauchten nach Kjel dah! 25,4 cem ®/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,H,N,0,: C 45,880; H 4,96°/o; N 22,96°%/o. 
Gefunden: C. 45,87°/0; H 4,67°/o; N 22,82%7/o. 

F.: Sintert bei 195°; Aufschéumen bei 203—204° (= 207 
bis 208° korr.). Formyl-dl-histidin lost sich in kaltem Wasser 
wenig, leicht in warmem (etwa 1:1); es ist schwer léslich in 
absolutem Alkohol und in Pyridin, leichter in 50°/oigem Alkohol, 
fast unléslich in Ather, Aceton und Chloroform. Aus verdiinntem 
Alkohol krystallisiert es in Doppelpyramiden (Oktaédern). Ge- 


schmack: bitter-sauer. 





c) Darstellung des Brucinsalzes des Formyl]-dl-histidins. 


10 g Formyl-dl-histidin werden in 1500 ccm heifen ab- 
soluten Alkohols gelo6st und 21,5 g Brucin in absolutem Alkoho! 
gelost hinzugefiigt. Da nach mehrtégigem Stehen im Eisschrank 
keine Krystallisation erfolgt, wird allméhlich im Vakuum bei 
40° solange eingeengt, bis schlieflich bei 100 cem in der Kiilte 
die Krystallisation beginnt. Nach 8 Tagen haben sich 15,1 ¢ 
Krystalle abgeschieden, die abgesaugt und mit Alkohol ge- 
waschen wurden. Die Mutterlauge wurde im Vakuum zur 
Trockne verdampft und aus beiden Teilen nach den Vorschriften 
von Emil Fischer und O. Warburg?) das Brucin durch Na- 
tronlauge und der Formylrest durch Hydrolyse mit Salzsaure 
abgespalten. Aus der salzsauren Lisung wurde das Histidin 
durch Sublimat gefallt, der Niederschlag, wie oben angegeben. 


‘) Emil Fischer und Otto Warburg, Spaltung des Leucins in 
die optisch aktiven Komponenten, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. 38. 


S. 3997, 1905. 
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verarbeitet und schlieBlich aus dem Chlorhydrat Histidin durch 
Lithiumhydroxyd gewonnen. Es erwies sich bei beiden Tren- 
nungen als optisch inaktiv. 

Ein zweiter Versuch fiihrte zu dem gleichen Ergebnis: 
14g Formyl-dl-histidin -- 30,1 g Brucin in 1500 ccm abso- 
luten Alkohols geldst und nach dem Abkiihlen im Vakuum bei 
40° auf 100 eem eingeengt. Da keine Krystallisation erfolgt, 
wird nach 2 Tagen auf 50 ccm eingeengt. Die nach 8 Tagen 
ausgefallenen Krystalle werden abgesaugt und, ebenso, wie das 
Filtrat, wie oben geschildert, verarbeitet. Das zuriickgewonnene 
Histidin war optisch inaktiv. Es war somit eine Trennung der 
beiden Komponenten nicht gegliickt. 

Da sich bei verschiedenen Versuchen ergeben hatte, dab 
dl- und |-Formylhistidin sich in wiasseriger LOsung beim Ein- 
engen im Vakuum schon bei 40° zersetzen — das Destillat 
reagierte stark sauer und lief deutlich Ameisensiuregeruch 
erkennen —, versuchten wir die zur Auflésung des Formyl- 
kérpers notigen, grofien Alkoholmengen und das nachherige 
Kinengen auf folgende Weise zu vermeiden: 

5g dl-Formylhistidin wurden in 7 ccm heifien Wassers 
gelost und zu einer heifen Lésung von 10,7 g Brucin in 50 ccm 
absoluten Alkohols hinzugefiigt. Dann wurde mit 10 g Magne- 
siumsulfat etwa 15 Minuten geschiittelt und heii abgesaugt. 
Im Eisschrank fielen nach etwa 14 Tagen Krystalle aus, die 
abgesaugt und, wie oben angegeben, verarbeitet, wiederum 
inaktives Histidin gaben. 

2. Biologische Spaltung des dl-Histidins. 

Nach den von Felix Ehrlich gegebenen Vorschriften') 
versuchten wir zuniichst durch Spaltung mit Hefe aus dem 
Racemkorper das d-Histidin zu gewinnen. 

Versuch 1: 7,5¢ dl-Histidin wurden mit 300 g Rohrzucker 
in 1600 cem Leitungswasser gelést und 150 g Hefe, Rasse M des 
Instituts fiir Giarungsgewerbe in Berlin, fein zerrieben hinzugefiigt. 
Nach vier Tagen war die Kohlensiiureentwicklung beendet. Das 
zeitraubende Absaugen durch Filterkerzen oder Puckahlfilter um- 

‘) Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, herausgegeben 


von Emil Abderhalden, Bd. 2, S. 563, 1910. 


30* 
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gingen wir, indem wir einfach durch eine diinne Schicht Tier- 
kohle absaugten, was langstens eine Stunde dauerte. Den 
Filterrickstand kochten wir zweimal mit Wasser aus. Die 
klaren Filtrate wurden mit Sodalésung schwach alkalisch ge- 
macht und mit 10g Sublimat, in 40ccm heifen Alkohols ge- 
lost, versetzt. Der ausfallende Niederschlag wurde durch mehr- 
maliges Dekantieren mit Wasser salzfrei gewaschen, mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt und nach dessen Entfernung durch 
Schiitteln mit frisch gefalltem Silbercarbonat vom Chlor be- 
freit. Aus dem Filtrat wurde das tiberschiissige Silber mit 
Schwefelwasserstoff entfernt und das Filtrat vom Silbersulfid 
im Vakuum (nicht auf dem Wasserbade, da Histidinlésungen 
hierbei leicht unter Braunfirbung zersetzt werden) bei etwa 
50° zur Trockne verdampft. Es hinterblieb ein fester Riick- 
stand, der im Exsikkator getrocknet, 3,2 g wog. Aus 30 ccm 
kochenden Wassers umkrystallisiert, schied sich im Eisschrank 
eine |. Fraktion von 1,9 g ab, die nach zweimaligem Umkry- 
stallisieren aus Wasser sich unter Aufschaéumen bei 278° zer- 
setzte, mit Bromwasser die bekannte Histidinreaktion gab und 
optisch inaktiv war. 

0,1537 g Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 29,6 ccm 
n/10-H,SQ,. 

Berechnet fiir C,H,N,O, (155,1) Gefunden : 

27,10°/o N 27,0°%/o N. 

Aus der Mutterlauge der I. Fraktion wurde eine II. Fraktion 
gewonnen, die roh 0,2g wog, dieselben Eigenschaften, wie 
die erste, zeigte und ebenfalls optisch inaktiv war. Die Mutter- 
lauge hiervon wurde durch Kochen mit Tierkohle entfarbt und 
unter Zusatz von wenig Alkohol vorsichtig eingeengt. Es wurde 
schlieBlich im Eisschranke eine III. Fraktion gewonnen, die roh 
0,65 g wog und zur Analyse aus kochendem Wasser um- 
krystallisiert wurde. 

0,1774 g geben 0,3025g CO, und 0,0936g H,0. 

0,1109 g verbrauchen nach Kjeldahl 21,7 cem ®/10-H,SQ,. 

Fiir C,H,N,O, (155,1) 

Berechnet: C 46,42°/0; H 
Gefunden: C 46,51°/o; H 


5,85°/o: N 27,10°%o. 
5,90°/0; N 27,4 °%/o. 
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0,1523 g in 6,8756 g wiisseriger Lésung, d = 1,006, drehen 
im 1 dm-Rohr -+- 0,23° (+- 0,01°). 


[a], = + 10,32°. 


F.: Zersetzung unter Aufschaumen bei 272° (unkorr.). 
Mit Bromwasser starke Histidinreaktion. Geschmack: siib. 

Die ersten beiden Fraktionen wurden so als racemisches 
Histidin, die dritte als ein Gemisch von d-Histidin und Racem- 
kOrper identifiziert. 

Weitere Versuche, unter anderen Mengenverhiiltnissen und 
mit anderen Heferassen ausgefiihrt, gaben auch keine besseren 
Resultate. 

Versuch II. 1 g dl-Histidin mit 30 g Zucker, 250 ecm 
Wasser und 15 g Hefe, Rasse 12, angesetzt. 3 Tage vergoren. 
Verarbeitung, wie oben. 

Endprodukt 0,1 g. F.: Schwarzfarbung 256°, Zersetzung 
278° (korr.). 

0,0346 g Substanz in 8,0986 g wiasseriger Lésung, d = 
1,0035, drehen im 1 dm-Rohr +- 0,07° (-+ 0,01°). 


lal, = + 16,37°. 


Versuch II]. 2g dl-Histidin +- 50 g Zucker -+ 400 ccm 
Leitungswasser -+- 25 g Hefe Rasse XII. Giirung 5 Tage. Aus- 
beute rein: 0,2 g. F.: 276° (unkorr.). 

0,1980 g Substanz in 7,5328 g wisseriger LOsung, d = 
1,007, drehen +- 0,06° (+ 0,01 °). 

[al = + 2,87°. 

Versuch IV. 10 g dl-Histidin -++- 800 g Zucker +- 2500 ccm 
H,O -++ 400 g Hefe Rasse M. 5 Tage. 

Ausbeute 0,3 g. [al = + 3,36°. 

0,1982 g Substanz in 9,5541 g Lésung, d = 1,0055, 
drehen im dm-Rohr +- 0,07° (+ 0,01 °). 

Da es uns mit der Hefespaltung nicht gelang, gentigende 
Mengen optisch reinen d-Histidins zu gewinnen, versuchten wir 
durch Verfiitterung von dl-Histidin an Kaninchen zum Ziele 
zu gelangen. 
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Kin Kaninchen von etwa 2 kg Gewicht erhielt nach zwei- 
tigigem Hungern 5 g djJ-Histidin in 300 ccm Wasser gelist 
innerhalb 1'/2 Stunden in drei Portionen vermittelst der Schlund- 
sonde. In der Vorperiode besal} der Harn schwach alkalische 
Reaktion. Mit Bleiacetatlosung (15 ccm auf 100 ccm Harn) ge- 
kliirt, zeigte er im 1 dm-Rohr eine Drehung der Polarisations- 
ebene um ~- 0,07 g. Reaktion mit Bromwasser negativ. 

12 Stunden nach der Fiitterung untersucht, erhielten wir 
dieselben Resultate. Harnmenge 340 ccm. 36 Stunden nach 
der Eingabe des dl-Histidins war die Reaktion gegen Lackmus 
stark alkalisch. Die Drehung im 1 dm-Rohr betrug — 0,15°. 
Beim Erwiirmen mit einigen Tropfen Bromwasser trat deutliche 
Rotfarbung auf, die beim Erkalten allmahlich in Dunkelviolettrot 
iiberging. 48 Stunden nach der Fiitterung war ebenfalls noch 
schwach positive Reaktion mit Bromwasser vorhanden. «im 1 dm- 
Rohr -+-0,03°. Die vereinigten Harnmengen des ersten bis dritten 
Tages nach der Fiitterung wurden mit Sedaldsung schwach 
alkalisch gemacht und das Histidin mit 50 g Sublimat, in 200 cem 
Alkohol gelést, gefallt. Die weitere Verarbeitung der Nieder- 
schliige war die tibliche. In der LOsung des Chlorhydrats wurde 
der Chlorgehalt titrimetrisch bestimmt und die berechnete Menge 
Normal-Lithiumhydroxydlésung hinzugefiigt. Im Vakuum wurde 
zur Trockne verdampft und der Riickstand mit 50 ccm abso- 
luten Alkohols extrahiert. Das so gewonnene Rohprodukt wog 
im Exsikkator getrocknet 2,0 g. Aus 20 ccm Wasser unter 
Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert, schied sich bald eine 
|. Fraktion in gliinzenden Blattchen ab, die durch Umkrystalli- 
sieren aus kochendem Wasser gereinigt 0,8 g wog. 

0.1174 g verbrauchen 22,65 cem "/10-H,SO,. 


Fiir C,H,N,O, (155,10). 
Berechnet: N 27,10°!o. 
Gefunden: N 27,05°/o. 


F.: Bei raschem Erhitzen Braun- bis Schwarzfarbung 
gegen 250°: Zersetzung unter Aufschiitumen bei 281 ° (unkorr. 
a= 287° Rove.). 

Die reine Substanz lést sich schwer in kaltem Wasser, 
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in heiBem etwa 1:10. Sie ist unléslich in Alkohol, Ather, 
Chloroform, Aceton. 

Das d-Histidin schmeckt im Gegensatz zum etwas bitter 
bis fade schmeckenden I|-Histidin siiB, wie etwa Rohrzucker. Mit 
Bromwasser gibt es die bekannte Reaktion. 

d-Histidin krystallisiert aus Wasser in langen schmalen 
‘Tafeln von der Gestalt eines Rechteckes, an das auf der einen 
Schmalseite ein gleichseitiges, auf der andern ein ungleich- 
seitiges Dreieck angesetzt ist: 

fo 


v 
|-Histidin zeigt die gleiche Krystallform. 
0,2310 g Substanz in 10,2865 g wisseriger Lésung, 
d = 1,0093, drehen im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht + 0,91° 
(+ 0,02 °). 
[al : + 40,15° (+ 0,88°). 


Die Mutterlauge der ersten Fraktion wurde mit etwa dem 
5fachen Volumen absoluten Alkohols versetzt, der entstehende 
Niederschlag abfiltriert und aus kochendem Wasser mit Tier- 
kohle umkrystallisiert. 

Die IJ. Fraktion wurde zweimal aus Wasser umkrystal- 
lisiert. Die spezifische Drehung betrug nur —- 19,6L°. 

0,1262 g in 7,3318 g wiasseriger Lésung, d =— 1,0075, 
drehten im !/2 dm-Rohr bei Natriumlicht +- 0,17° (+ 0,01 °). 

F.: Bei 275° (= 280° korr.) Aufschéumen. 


3. Spaltung von dl-Histidin mit Hilfe von d-Weinsaure. 


Nachdem wir gefunden hatten, dafi die Spaltung des 
racemischen Histidins in die optisch aktiven Komponenten mit 
Hilfe der Brucinverbindnngen der Formylkérper nicht méglich 
ist, suchten wir, abweichend von dem bis jetzt bei 
den Aminosiéiuren allgemein angewandten Verfahren, 
die Gewinnung des d- und |-Histidins aus dl-Histidin 
mittels einer optisch aktiven Siéiure auszufihren. 
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Wir wihlten als optisch aktive Sadure d-Weinsiiure, die 
auch von Flicher!) zur Spaltung von dl-Suprarenin in d- und 
l-Suprarenin verwendet worden ist. 

Um die Eigenschaften des weinsauren Histidins kennen 
zu lernen, stellten wir zunichst das 

saure d-weinsaure |-Histidin 

dar. 1 g |-Histidin wird in 20 ccm kochenden Wassers geldst 
und 1 g d-Weinsiéure (etwas mehr als fiir 1 Mol. berechnet: 
0,97 g), in etwa 5 ccm heifen Wassers gelést, hinzugefiigt. Beim 
Einengen im Exsikkator tiber Schwefelsiiure bei Zimmertempe- 
ratur hinterbleibt ein ziéher Sirup, der erst bei schérferem 
Trocknen im Vakuum krystallinisches Gefiige annimmt. Mit 
absolutem Alhohol verrieben, wird er in eine weife, feinkry- 
stallinische Substanz verwandelt, die sich gut aus etwa 30 ccm 
verdiinnten (ca. 80°/o) Alkohols umkrystallisieren laBt. 

Zur Analyse wird nochmals umkrystallisiert und im Exsik- 
kator tiber Schwefelsaiure getrocknet. 

0,1549 g Substanz geben 0,2207 g CO, und 0,0700 g H,0. 

0,1462 g verbrauchen nach Kjeldahl! 14,3 ccm "!10-H,SO,. 


Berechnet fiir Gefunden: 
C,H,N,O, - C,H,O, (805,16): 

C: 39,33 °/o C: 39,07 °/o 

H: 4,95 °/o H: 5,06°/o 

N: 13,77°lo C: 13,70 


F.: Erweicht gegen 175° (unkorr.) (korr. 178°). Zersetzt 
sich unter Aufschiiumen gegen 182° (unkorr.). Bei langsamem 
Erhitzen Erweichung bei ca. 155°, F. 169—171°, Zersetzung 
unter Aufschiumen gegen 180° (unkorr.). Das saure d-wein- 
saure |-Histidin lést sich leicht in kaltem und heifiem Wasser, 
warmem verdiinntem Alkohol (bis ca. 80°/o); es ist fast unlés- 
lich in absolutem Alkohol und Chloroform; unléslich in Ather, 


Aceton, Methylalkohol. 
Geschmack: schwach sauer mit fadem Nachgeschmack. 


!) Franz Flaicher, Uber die Spaltung des synthetischen dl-Su- 
prarenins in seine optisch aktiven Komponenten, Diese Zeitschrift, Bd. 58, 
Heft 3, S. 189, 1908. 
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Gegen Lackmus reagiert es stark sauer und gibt mit 
Bromwasser die bekannte Histidinreaktion. Aus verdiinntem 
Alkohol krystallisiert es in dreieckigen blattchen, die mit der 
Basis zu morgensternartigen Drusen vereinigt sind. 0,1588 g 
Substanz in 8,3834 ¢ wiisseriger LOsung, d = 1,0085, drehen 
im !/2dm-Rohr bei filtriertem Gasgliihlicht —- 0,15° (+ 0,01°). 

lal = -+. 15,70° (+ 1,04°) fiir c = 1,9104 (s. unten). 


Spaltung des racemischen Histidins. 


3,3 g dl-Histidin werden in 40 ccm kochenden Wassers 
gelést und 3,5 g d-Weinsiiure (etwas mehr als fiir 1 Molekiil 
berechnet 3,19 ¢ —), in 10cem Wasser gelést, hinzugefiigt. 
Nachdem die LOsung im Exsikkator tiber Schwefelsiiure bis auf 
etwa 20 ccm eingedunstet ist, scheiden sich grobkornige Krystalle 
ab, die abgesaugt und getrocknet 2,6 g wiegen. Sie werden 
aus kochendem Wasser bis zum konstanten Schmelzpunkt zwei- 
mal umkrystallisiert und zur Analyse im Vakuumexsikkator 
liber Schwefelsiure getrocknet. 

0,1461 g Substanz geben 0,2076 g CO, und 0,0647 g H,0. 

0,1850 g Substanz verbrauchen 18,0 ccm ®/10-H,SO,. 


Berechnet fiir C,H,N,O, - C,H,O, (805,16:) | Gefunden: 





C: 39,33°/o C: 38,75°/o 

H: 4,95/o H: 4,91 

N: 13,77/o N: 13,63 °/o. 
F.: Erweicht gegen 225° (unkorr. = 229° korr). Bei 
langsamem Erhitzen F. gegen 221—222°. Zersetzt sich unter 
Aufschaumen gegen 230° (unkorr. = 235° korr.). Nach der 


Abspaltung der Weinsdure (s. unten) ergibt sich, dai das saure 
d-weinsaure d-Histidin auskrystallisiert ist. 

Die Verbindung ist schwer léslich in kaltem Wasser, leicht 
in kochendem und verdiinntem Alkohol; unlislich in Ather, Ace- 
ton, Chloroform. Sie schmeckt sduerlich siiS und abt sich 
dadurch leicht von der !|-Komponente unterscheiden. 

Aus Wasser krystallisiert sie in langlichen, ungleichseitigen 
sechseckigen Tafeln von Wetzsteinform. Das spezifische Drehungs- 
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vermégen der weinsauren Histidinsalze nimmt mit fallender 
Konzentration anscheinend zu, ebenso wie bei den salzsauren 


Salzen. 
Beim {listidinmonochlorhydrat beobachteten wir folgende 


Werte. berechnet auf die wasserfreie Substanz: 


c1)= 7,6048 al, = + 1,05° (+0,26°) 


| 
c = 7,6194 [aj, = + 1,18° (+0,26% 
c = 3,5235 [a], = + 2,27° (+0,57°) 
© = 38,4971 lal) = + 4,00° (40,579). 


In einer friiheren Arbeit?) fand der eine von uns c = 7,661 
lal, = ++ 1,70° (+0,26°). 

Kiir saures d-weinsaures d-Histidin erhielten wir folgende 
Zahlen : 

|. 0.2610 ¢ Substanz in 8,3108 g wasseriger Losung, 
d = 1,0138, drehten im !/2 dm-Rohr +- 0,19° (+ 0,01°). 

I]. 0,2278 gin 9,1998 g Lésung, d = 1,0091, a = + 0,15° 
(-+ O,01°) im 3/2 dm-Rohr. 

Hl. 0,2438 g in 11,0144 g Loésung, d = 1,0086, drehten 
im 1 dm-Rohr + 0,34° (-+0,02°). 


I. © = 3,1788 [a}, = ++ 11,95° (+0,73°) 
I. c = 2,4986 [a], = + 12,01° (+0,80°) 
Il. c = 2,285 [a], = + 15,23° (+ 0,90). 
Die verarbeitete d-Weinsiure ergab fiir ec = 2,9392 
lal, = + 17,01° (+0,68). 


Die Mutterlauge des sauren d-weinsauren d-Histidins wurde 
auf dem Wasserbade bis zum Sirup eingeengt und dieser mit 
absolutem Alkohol verrieben. Es schieden sich bald weife, 
feine Krystalle aus, die aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert 
wurden und alle Eigenschaften des sauren d-weinsauren 1-Hi- 


stidins zeigten. 


‘he Konzentration. 
?) Emil Abderhalden und Hans Einbeck, a. a. O. 





wt 
— 


‘ ; ‘ —r At 
Uber Spaltung des racemischen Histidins. 4: 


0,1256 g Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 12,25 cem 

n/10-H,SO,. 
Berechnet fiirC,H,N,0, - C,H,O, (305,16): Gefunden: 
N = 13,770 N = 13,65° 0. 

F.: Erweicht gegen 175° (unkorr.); zersetzt sich unter 
Aufschéiumen gegen 180° (unkorr.). 

I. 0.4152 g Substanz in 9,7276 g wiisseriger Losung, 
d = 1,0224, drehen im 1 dm-Rohr +- 0,75° (+- 0,02°). 

I]. 0,2656 g in 8,1844 g Losung, d = 1,0136, drehen im 
1 dm-Rohr -+- 0,25° (+ 0,01°). 

II]. 0,1068 g in 10,6010 g Lésung, d = 1,001, drehen 
im 1 dm-Rohr ++ 0,16° (+ 0,01°). 

IV. Siehe oben. 


20° 


I. ¢ = 5,4934 la}, = + 13,659 (+0,36°) 
HI. ¢ = 38,2705 [af = -+ 15,29° (+0,61°) 
Il. ¢ = 1,0075 [al = -+ 15,89° (+ 1,00°) 
IV. c = 1,9104 [aj, = -+ 15,70° (+1,19). 


Spaltung der sauren weinsauren Salze des dl-Histi- 
dins in d- und |-Histidin. 


5 g dl-Histidin werden in 50 ccm Wasser und 5 g d-Wein- 
sdure gelést. Im Exsikkator wird auf etwa 30 ccm eingeengt. 
Es scheiden sich nach drei Tagen gut ausgebildete, grobe Kry- 
stalle ab, die abgesaugt und auf Tonplatten abgepreft werden. 
Sie wiegen getrocknet 4,3 g. Ihr Zersetzungspunkt liegt bei 
230° (unkorr.). Der Geschmack lafht erkennen, dafi das saure 
d-weinsaure d-Ilistidin zuerst auskrystallisiert ist. Die wei- 
tere Verarbeitung der Krystallfraktion und der Mutterlauge ist 
dieselbe. Sie werden in etwa 50 cem verdiinnter Salzsiure 
gelést und eine Stunde lang am Riickflubkiihler gekocht. Nach 
dem Erkalten wird mit Sodalésung stark alkalisch gemacht und 
mit einem Uberschu8 einer konzentrierten alkoholischen Subli- 
matlésung gefallt. Der weife Niederschlag wird mit vielem 
destilliertem Wasser salzfrei dekantiert, auf dem Filter nochmals 
griindlich mit kaltem Wasser ausgewaschen, in heifem Wasser 
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suspendiert und unter bestiindigem Umrihren mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Vom ausgefallenen Quecksilbersulfid wird 
abfiltriert, das Filtrat durch Durchsaugen von Luft vom Schwefel- 
wasserstoff befreit, und dann unter vermindertem Druck bis auf 
etwa 10 ccm eingeengt. Jetzt fiigt man die dem Chlorgehalt 
entsprechende Menge n-Lithiumhydroxydlésung hinzu und engt 
auf dem Wasserbade vorsichtig bis auf wenige Kubikzentimeter 
ein. Nach dem Erkalten wird das Histidin durch etwa 50 cem 
absoluten Alkohol ausgefallt. Zur Analyse werden beide Kom- 
ponenten nochmals aus wenig Wasser umkrystallisiert. 

I. Mutterlauge. |-Histidin. 

K.: Zersetzung unter Aufschaiumen bei 279° (unkorr.). 

0,1430 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 27,55 ccm 
/10-H,SO,. 

Berechnet fiir C,H,N,O.: Gefunden: 
N = 27,10°/o N = 26,99 /o. 

0,1964 g Substanz in 9,5270 g wiasseriger LOsung, d = 1,009. 

drehen im !/2 dm-Rohr — 0,40° (+- 0,01°). 
[a], = — 38,46° (+ 0,96°). 

I]. Krystallfraktion. d-Histidin. 

IK. : Zersetzung bei 278° (unkorr.) unter Aufschéiumen. 

0,1658 g Substanz verbrauchten 31,9 ccm ®/10-H,SO,. 

Berechnet: N = 27,10°/o Gefunden: N = 26,97°/o. 

0,1334 g Substanz in 7,5154 g wasseriger LOsung drehen 

im 1/2 dm-Rohr + 0,31° (+ 0,02°). d = 1,002. 


[a|-” : + 84,88° (+ 2,24°). 


D 

0,2064 g Substanz in 8,0672 g Liésung, d — 1,0065. 

drehen im 1/2 d-Rohr +- 0,50° (+ 0,01°). 
[a], : + 38,83° (+ 1,079). 

Das so gewonnene d-Histidin stimmt in seinen physika- 
lischen und chemischen Kigenschaften vollstaindig mit dem auf 
S. 447 beschriebenen, auf biologischem Wege erhaltenen tiberein. 

Die Ausbeuten an reinem 1- und d-Histidin betragen ca. 
60°/o der Theorie. 
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Nach der Drucklegung der vorliegenden Arbeit und bereits 
erfolgten 1. Korrektur wurden wir auf die schon 1911 er- 
schienene Arbeit von Frank Lee Pyman!) aufmerksam ge- 
macht. Diesem Autor ist es gelungen, das dl-Histidin synthetisch 
darzustellen. Pyman hat den Racemkorper mit d-Weinsaure 
in seine beiden optisch-aktiven Komponenten zerlegt. Der Teil 
unserer Mitteilung, der von der Spaltung von dl-Histidin mittels 
d-Weinsiéure handelt, ist somit nur eine Bestitigung und zum 
Teil eine Erginzung der von Pyman erhobenen Befunde. 


') Frank Lee Pyman, Die Synthese des Histidins. Journal of 
Chem. Soc., London, Bd. 99, S. 1386, 1911. 











Bildung von Homogentisinséure nach Aufnahme groBer Mengen 
von |-Tyrosin per os. 


Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Miirz 1912.) 
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Die Untersuchungen von M. Wolkow und Baumann und 
spiiter von Falta und Langstein haben in einwandfreier 
Weise bewiesen, dai als Ausgangsmaterial zur Bildung der bei 
der Alkaptonurie im Harn erscheinenden Homogentisin- 
siiure die beiden aromatischen Aminosiuren der Proteine: 
Phenylalanin und Tyrosin in Betracht kommen. Seit dieser 
Feststellung ist immer wieder die Frage diskutiert worden, ob 
die Homogentisinsiiure als ein normales Stoffwechselzwischen- 
produkt aufzufassen ist oder aber, ob der Abbau der genannten 
Aminosiiuren deshalb ein unvollstiindiger bleibt, weil er in ab- 
normer Richtung verliuft. Im ersteren Fall hiétten wir eine 
einfache Hemmung im Abbau des Tyrosins und Phenylalanins 
vor uns. Es wiirde uns dadurch ein Zwischenprodukt des Zell- 
stoffwechsels bekannt, das uns sonst nie entgegentritt, weil der 
Abbau der genannten Aminosduren rasch bis zu einfacheren 
Endprodukten fiihrt. Die Alkaptonurie ist von diesen Gesichts- 
punkten aus eifrig studiert worden. Die namentlich von Neu- 
bauer sehr wahrscheinlich gemachte Vorstellung iiber den Ab- 
bau der Aminosiiuren tiber die entsprechenden Ketoséuren 
stiitzt sich zum Teil auf Beobachtungen, die am Alkaptonuriker 
erhoben worden sind. 

Es ist wiederholt versucht worden, durch experimentelle 
Krzeugung einer Alkaptonurie, d. h. einer Ausscheidung von 
Homogentisinsiiure, die Frage nach der Natur der Stoffwechsel- 
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storung bei der genannten Stoffwechselanomalie zu entscheiden. ') 
Die Fiitterungsversuche mit Tyrosin hatten stets ein negatives 
Resultat. Wir haben uns selbst bemiiht, durch Kingabe grofer 
Mengen von Tyrosin und von Phenylalanin an Tiere, irgend- 
welche Stoffwechselzwischenprodukte aufzufinden, die etwa einen 
Zusammenhang mit der Homogentisinséure vermuten lieben. 
Wir arbeiteten mit Hunden und Kaninchen. Einmal versuchten 
wir durch tiefe Chloroformnarkose giinstigere Bedingungen zu 
schaffen. Es gelang uns nicht, auber den bereits bekannten Ver- 
bindungen Zwischenglieder des Abbaus der genannten aroma- 
tischen Aminoséiuren aufzufinden. Leider gliickte es auch nie. 
sehr grobe Mengen von Tyrosin und Phenylalanin zur Resorption 
zu bringen. Bei den Kaninchen fanden sich betrachtliche Mengen 
der aromatischen Aminosauren im Kot. Die Hunde reagierten 
auf Zufuhr grOferer Quantitéten der Aminosiuren mit Erbrechen, 
besonders dann, wenn deren Alkalisalze verwendet wurden. 
SchlieBlich gingen wir zu Versuchen am Menschen iiber. Bei 
Eingabe von 20—30¢ Tyrosin und von 25 g Phenylalanin erfolgte 
keine bildung von Homogentisinséure. Die Untersuchung wurde 
stets so vorgenommen, dafi der gesamte Harn zuniichst direkt 
mit Ather und dann mit Essigiither erschépft wurde. Dann wurde 
mit Schwefelsiiure angesiiuert und die Extraktion mit Ather und 
dann mit Essigiither wiederholt. Hierauf dampften wir den 
Harn auf ein kleines Volumen ein und extrahierten nochmals. 
Der Ather wurde verdampft, der Riickstand mit Wasser auf- 
genommen und dann die heife Losung nach Anstellung von 
Reduktionsproben mit Bleiacetat gefallt. Das Bleisalz wurde 
aus heifem Wasser umkrystallisiert und nach Moéglichkeit identi- 
fiziert. Ks gelang in keinem Fall, auch nur eine Spur von 
Homogentisinsiiure aufzufinden. 

Am 12. Januar 1912 erhielt der Institutsdiener Wiese 
50 g |-Tyrosin per os. Er af das Tyrosin in Substanz innerhalb 
etwa 24 Stunden. Harn und Kot wurden wiihrend 72 Stunden 
gesammelt. Der Kot wurde mit Wasser, dem etwas Ammoniak 


') Vgl. die Literatur iiber diesen Gegenstand bei Otto Neubauer, 
Abbau der Aminosiuren im Organismus, Biochemisches Handlexikon, Bd. 4. 
S. 360 ff., 1911. 
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zugesetzt war, ausgekocht. Dann wurde filtriert und eingedampit, 
bis Krystalle erschienen. Durch fraktionierte Krystallisation 
konnten schlieflich aus dem Kot 6 g reines Tyrosin erhalten 
werden. Es waren somit 44 g zur Resorption gelangt. Ein Teil 
davon diirfte allerdings noch den Bakterien des Darmkanals 
zum Opfer gefallen sein. Der in den ersten 24 Stunden gelassene 
Urin ergab mit Millons Reagenz nur eine schwache Rotfiirbung. 
Er war hellgelb gefarbt. Schon wahrend der Extraktion mit 
Ather und Essigiither fiirbte er sich dunkler. Er roch eigen- 
artig aromatisch. Beim Kindampfen erfolgte bald Braunfarbung. 
Gileichzeitig schied sich eine braunschwarz gefirbte Masse ab. 
Von ihr wurde abfiltriert. Das Filtrat gab auf Zusatz von Silber- 
nitrat und Ammoniak sofort Abscheidung von metallischem Silber. 
Fehlingsche Lésung wurde erst nach weiterer Konzentration 
des Harnes ausgesprochen reduziert. Das Bleisalz, das bei der 
Fiillung der heiben wisserigen LoOsung des Riickstandes des 
Atherextraktes erhalten worden war, war nicht einheitlich. 
Kin Teil krystallisierte, wahrend ein Teil amorph ausfliel. Es 
gelang, diesen letzteren von den Krystallen durch Auskochen 
mit viel Wasser zu trennen. Der amorphe Niederschlag wurde 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Bleisulfid 
eingeengt. Die stark konzentrierte Loésung drehte stark nach 
links. Es war leider nicht méglich, die stickstoffhaltige Substanz 
zu identifizieren. Ihre Menge war zu gering. Es schien aufer- 
dem noch ein Gemisch vorzuliegen, denn ein Teil der Substanz 
krystallisierte in Nadelchen, wiihrend der kleinere Teil breite 
Blittchen bildete. Die Substanz reduzierte Fehlingsche Losung 
nicht, dagegen Silberldsung in der Kilte. 

Von dem krystallisierten Bleisalz konnten aus allen Tages- 
portionen zusammen nur 0,5 g erhalten werden. Der Harn vom 
zweiten Tag ergab nur noch Spuren und der am dritten Tag 
gesammelte Harn ergab tiberhaupt kein krystallisierbares Blei- 
salz aus dem Atherauszug. Das wiederholt aus heigem Wasser 
umkrystallisierte Bleisalz bildete Prismen. Es schmolz gegen 
215°. Es schien somit das Bleisalz der Homogentisinsaure vor- 
zuliegen. Zur Identifizierung wurde eine Probe des Bleisalzes 
mit einem vor einigen Jahren gewonnenen Praparate von, homo- 
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gentisinsaurem Blei gemischt und dann der Schmelzpunkt fest- 
gestellt. Er lag bei 210°, nachdem schon bei 203° Erweichung 
aufgetreten war. Bei genauerer Untersuchung zeigte es sich, 
daf das alte Praparat im Laufe der Zeit Krystallwasser ver- 
loren hatte. Bei nochmaligem Umkrystallisieren erhielten wir 
dann den richtigen Schmelzpunkt mit dem Gemische. Aus einer 
Probe des Bleisalzes stellten wir die Homogentisinséure selbst 
dar. Sie schmolz gegen 147°. Es verblieben uns schlieBlich 
noch etwa 0,2 g des kostbaren Materiales. Die Identifizierung 
durch den Schmelzpunkt des Bleisalzes und denjenigen der freien 
Séuren schien uns doch nicht ausreichend zu sein. Eine Analyse 
muBte entscheiden. Hier erwies sich die Mikroanalyse von 
Fritz Pregl als ein Helfer in der Not. Die von Pregl] selbst 
durchgefiihrte Analyse des im Vakuumtrockenapparat bei der 
Siedetemperatur des Toluols getrockneten Priiparates hatte 
folgendes Ergebnis: 

8,68 mg Substanz gaben 2,183mg H,0 und 11,26mg CQ,. 

7,99 mg Substanz gaben 1,99 mg H,O und 0,44mg CQ,. 

Gefunden: 2,75 und 2,79°/o H und 35,38 und 35,63 °/o C. 
Berechnet fiir (CH,O,), + Pb (541,10) 2,59°/o H und 35,49°/o C. 

4,99 mg in einer feuchten Kammer aufbewahrtes Bleisalz 
verloren bei 135° im Platintiegel auf einem Kupferblock er- 
wirmt 0,45 mg an Gewicht = 9,02°/o H,O. Berechnet fiir 
(C.H,0,),- Pb + 3 H,O 9,07°%/o H,O. 4,54 mg lieferten nach 
wiederholtem Abrauchen mit Schwefelséure 2,55 mg PbSO, = 
38,37°/o Pb. Berechnet fiir (C,H,0,), Pb 38,27°/o Pb. 

Es lag somit unzweifelhaft Homogentisinséure resp. 
dessen Bleisalz vor. Da es sich um eine Ausscheidung dieser 
Siaure nach Tyrosinfiitterung handelt, diirfen wir trotz der sehr 
kleinen Menge in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen 
bei der Alkaptonurie schlieBen, dafi sie aus der verabreichten 
aromatischen Aminosdure entstanden ist. Es ist somit zum 
ersten Male gegliickt, bei einem Individuum, das keine 
Alkaptonurie aufweist, kiinstlich Ausscheidung von 
Homogentisinsdure zu bewirken. Unentschieden bleibt die 
Frage, ob wir diesen Befund als einen Beweis dafiir ansprechen 
diirfen, dafB auch vom normalen Organismus das gesamte Tyrosin 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVII. 31 
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liber Homogentisinséure abgebaut wird. Es ist einerseits még- 
lich, daf der Abbau der Aminosdéuren ganz allgemein kein ein- 
heitlicher ist. Ferner wire die Moglichkeit zu beriicksichtigen, 
daf die reichliche Zufuhr von Tyrosin zu einer Storung gefiihrt 
hat, doch wiire diese Annahme wohl etwas gesucht. Erwiéhnt 
sei noch, dafi wir aus dem Essigétherextrakt im ganzen 3,5 g 
Hippursaure isoliert haben. F. 187°. 

0,2659 g Substanz brauchten 15,6 ccm !/10-n-Schwefelsiure. 


Gefunden : 8,21°%/o N. 
Berechnet fiir C,H,NO, 7,82°/o N. 


Der Befund von Homogentisinsiure im Harn nach Ver- 
fiitterung von Tyrosin ist durch unsere Untersuchung tiber 
jeden Zweifel sichergestellt. Immerhin ware es von grofem 
Werte fiir die Deutung der ganzen Beobachtung, wenn der 
Befund mehrfach und an verschiedenen Individuen erhoben 
wiirde. Zunichst sollte Herr Wiese 100g Tyrosin + 50g 
Glykokoll in méglichst kurzer Zeit aufnehmen. Leider fihrte 
dieser Versuch zum Abbruch der ganzen Untersuchung. Es 
trat heftiges Erbrechen und grofer Widerwille gegen die Auf- 
nahme derartiger Substanzen ein. Infolgedessen beschlof ich, 
den Versuch an mir selbst durchzuftihren. [ch nahm am 15. Fe- 
bruar 1912 im ganzen 150 g Tyrosin und 85 g Glykokoll auf 
und zwar zu den folgenden Stunden: 9 Uhr a.m. 50g |-Tyrosin 
-- 15 g Glykokoll; 109° a. m. 25g |-Tyrosin +- 15 g Glykokoll; 
11°° a.m. 25 g |-Tyrosin +- 15 g Glykokoll; 11% a.m. 10g 
l-Tyrosin + 10 g Glykokoll; 11°° a.m. 20 g |-Tyrosin +- 10 g 
Glykokoll; 114° a.m. 10g I-Tyrosin +- 5g Glykokoll; 12° a.m. 
10 g 1-Tyrosin -++ 15 g Glykokoll. Das Tyrosin war in Fa- 
chinger-Wasser zum Teil gelést, zum Teil nur eingeweicht. Im 
ganzen wurden 2500 ccm Fachinger-Wasser und 2500 ccm 
gewOhnliches Wasser aufgenommen. Es zeigten sich auber 
starkem Urindrang gar keine Beschwerden. Der Kot blieb fest. 
Kr wurde wihrend dreier Tage gesammelt. Er enthielt auf- 
fallenderweise nur 9 g Tyrosin. Es miissen somit ca. 141 g 
Tyrosin zur Resorption gelangt sein! Der Harn wurde in 
moglichst kleinen Zwischenriumen gesammelt. Es wurde in 
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allen Portionen der Gesamtstickstoff, der Ammoniakstickstoff 
und der Aminostickstoff nach Sérensen bestimmt. Merk- 
wiirdigerweise ergab der Urin nach der Tyrosinfiitterung mit 
Millons Reagens keine Rotfirbung, wihrend die Reaktion 
vor der Einnahme der Aminosiiuren deutlich positiv war. Der 
Urin war allerdings stark verdiinnt. Waren jedoch irgendwie 
in Betracht kommende Mengen von Tyrosin in den Harn iiber- 
gegangen, dann hatte ohne Zweifel die Millonssche Reaktion 
das anzeigen miissen. 

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die er- 
haltenen Werte. Es sei bemerkt, dal die einzelnen Bestim- 
mungen zum Teil nicht den Anspruch auf grobe Exaktheit erheben 
kénnen. Ein Teil des Urins wurde namlich stets gleich auf Ab- 
bauprodukte des ‘yrosins verarbeitet, um eventuell sekundiren 
Zersetzungen vorzubeugen. Ein Teil diente zu den Stickstoff- 
bestimmungen. Da nun besonders am Anfang des Versuches 
der Harn sehr stark verdiinnt war, fielen die Werte fiir den 
Ammoniak- und Aminostickstoff oft so klein aus, daf kleine, 
bei der Formoltitration oft nicht zu vermeidende Unsicher- 
heiten bei der Titration das Resultat erheblich beeinflussen 
konnten. Fiir den verfolgten Zweck geniigen jedoch die er- 
haltenen Werte. Sie zeigen, dab der in Form von Glykokoll 
und Tyrosin aufgenommene Stickstoff zu einem sehr grofen 
Teile in den ersten 24 Stunden im Urin erschien. Am Ver- 
suchstage waren im ganzen mit der Nahrung ca. 8 g Stickstoff 
aufgenommen worden. Am zweiten Tag betrug die Stickstoff- 
aufnahme mit der Nahrung ebenfalls etwa 8 g. 150 g Tyrosin 
enthalten 11,61 g N und 85 g Glykokoll 15,87 g N. Es waren 
somit innerhalb dreier Stunden 27,48 g Aminostickstoff aufge- 
nommen worden. Von dieser Menge erschienen innerhalb 
24 Stunden nur 0,8705 g im Harn und innerhalb 48 Stunden 
1,1694 g. Ohne Zweifel waren selbst bei dieser grofen Zufuhr 
von |-Tyrosin und Glykokoll nur geringe Mengen unveranderter 
Aminosiuren in den Harn tibergegangen. Die Untersuchung 
des Harnes an den beiden Tagen ergab, das |-Tyrosin nicht 
nachweisbar war, dagegen konnten 3,5g Glykokoll in Form 
des B-Naphtalinsulfo-glycins erhalten werden. Diese Menge 

31* 
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war im 24stiindigen Harn enthalten. Der am zweiten Tag 
gesammelte Urin enthielt keine Spur von Glykokoll. 
nn __________________________ 























| | Gesamt- | Amino- | Ammoniak- | Urin- 
Datum ss Zeit slickstoff slickstoff | stickstoff | menge 
| in g | ing | in g in g¢ 
15. 1. 1912) 10% am) 3,075 =| ——-0,0460 0,1375 250) 
; 10% » | 1,052 | Spuren 0,0500 200 
; 11° 0.7224 | » | 00264 240 
: 11% > | 0.3108 , 0.0661 185 
> 12° > | 0.2747 | 0,007 0,0155 185 
12 'p.m.) 0.2459 ——0,22085 0,0126 225 
> 12%) | 04122 0.1792 | 0.0358 320 
4% 5 | 12814 0,0694 0,0554 | 330 
' 20 5 | — 1,0086 0,0240 0,048 | 200 
:; 39 5 | 920732 0,0448 0.1120 400 
| 40 1,4568 0,0336 0,1792 400 
, | 49 5 1,4732 0,0154 0,0616 | 220 
5» 1,0086 0,0224 0,0280 200 
> | 5% > | 11234 0,0084 0,0610 | 120 
| 70. , 12112 ~ 200 
: | 9% > | — 8,0800 0,0825 0,0625 | 250 
16. I. 1912) 9% am.)  7,5314 0,1176 0,3763 | 560 
» 10% >» | 14,3197 0,0322 0,0328 100 
1° » | 1,040 0,0098 0,048 | 200 
> 5pm. 41776 0,0539 01421 | 350 
; }113° | 5,8420 0,1050 0.2450 | 500 
17. H. 1912] 9° a.m) 5,940 0,0980 | 0,1960 500, 
Ausgeschieden in den | | 
ersten 24 Stunden .| 27,2208 0,8705 13247 | 4470 
Ausgeschieden in den | 
zweiten 24 Stunden . | 18,3833 0,2989 | 0,6607 | 1650 
| | 








Gro®e Sorgfalt verwendeten wir auf die Hippursaure- 
bestimmung. Sie wurde nach Bunge-Schmiedeberg durch- 
gefiihrt. Erhalten wurden im ganzen 2,5 g Hippursdure. F. 187°. 

8,68 mg Substanz gaben 3,90 mg H,O und 19,12 mg CO, 
= 5,03°/o H und 60,08°o C. ) 
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7,15 mg Substanz gaben 3,06 mg H,O und 15,72 mg CO, 
—= 4,79°%/9 H und 59,96 °/o C. 

4.45 mg Substanz (716 mm, 20°). 0,318 com N = 7,84°/0N. 

9,23 mg Substanz (716 mm, 21°). 0,666 com N = 7,899 /0N. 

Berechnet fiir C,H,O,N (179,07): 
60,31°/o C, 5,06°/o H und 7,82°/o N. 

Alle Bemiihungen, irgend ein Abbauprodukt zu _ finden, 
das mit dem Tyrosin in Zusammenhang zu bringen war, waren 
vergeblich. Der Urin reduzierte nicht. Wihrend der vor der 
Aufnahme des Tyrosins gelassene Harn mit Millons Reagens eine 
deutliche Rotfiirbung gab, blieb diese Reaktion, wie schon betont, 
wahrend ca. 36 Stunden negativ. Es war somit nach Aufnahme von 
150 g |-Tyrosin keine Homogentisinsaéure und auch sonst kein 
Zwischenprodukt des Abbaus dieser Aminosiiure aufgefunden 
worden, wihrend im ersten Falle nach Aufnahme von ca. 40 g 
l-Tyrosin Homogentisinsiure in allerdings geringer Menge im 
Urin erschien. Hervorgehoben sei noch, dafi die Bildung der 
Hippursdure offenbar nicht wesentlich beeinflubt worden ist. 

SchlieBlich zeigen die ausgefiihrten Versuche, wie vor- 
sichtig man Untersuchungen tiber die Wirkung bestimmter 
Stoffe auf die Magen- und Darmschleimhaut zu beurteilen hat. 
Sehr oft wiederholte Versuche, Hund mit einzelnen Amino- 
séuren zu ernéhren, liefen nie eine eindeutige Schlubfolgerung 
zu, weil bald Erbrechen eintrat. Es wurde in diesen Fillen 
an eine Reizwirkung gedacht. Die Versuche am Menschen 
zeigen, dafi sehr grofie Dosen von Aminosiiuren anstandslos 
vertragen werden. Es zeigen sich jedoch auch hier grobe 
Unterschiede. Nach 10 g Tyrosin wurde in einem Fall profuse 
Diarrhée beobachtet. 

Anhangsweise sei erwéhnt, dafi Herr Dr. Strassner im 
hiesigen Institut 25 g dl-Phenylalanin in Kapseln aufgenommen 
hat. Aus dem Harn liefen sich ganz geringe Mengen von d-Phenyl- 
alanin in nicht ganz reinem Zustand gewinnen. Eine Bildung 
von Homogentisinséure war nicht erfolgt. 

Den Herren Dr. Kautzsch und Dr. Hirsch bin ich fiir 
ihre Mithilfe zu Dank verpflichtet. 








Beitrag zur Kenntnis des Abbaus der MilcheiweiSkorper durch 
Magensaft unter verschiedenen Bedingungen. 


Von 


Emil Abderhalden und Friedrich Kramm. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 


Der Redaktion zugegangen am 9. Marz 1912.) 


Fragestellung 1. Welchen EinfluB hat die Gerin- 
nung des Caseins durch das Labferment des Magen- 
saftes auf den Abbau der Milcheiweibkorper speziell 
des Caseins durch Pepsinsalzsiure (Magensaft)? 

Der eine von uns hat wiederholt darauf aufmerksam ge- 
gemacht,!) da® die biologische Bedeutung der Labgerinnung 
der Milch darin zu suchen ist, dafii durch diesen Vorgang das 
fliissige Nahrungsmittel in ein festes umgewandelt wird. Es 
wird so das Casein resp. das Paracasein mit den von ihm 
niedergerissenen Stoffen im Magen zuriickgehalten und so eine 
Verdauung durch das Pepsin des Magensaftes ermdglicht. Das 
Paracasein verliifit den Magen in Form der aus ihm durch 
Pepsinwirkung hervorgegangenen Peptone. Es konnte weiter- 
hin gezeigt werden, dab das Paracasein beim Ausfallen (Kalk- 
salz) Pepsin mit sich reibt.?) Jedes Partikelchen ist gewisser- 
mafen mit Pepsin geladen. Die Eiweifflocken werden dann 
gleichzeitig von innen und aufen verdaut. Uns schien nun von 
Interesse, festzustellen, ob das Pepsin Casein als solches ver- 
schieden rasch abbaut verglichen mit Casein, das der Lab- 
wirkung unterworfen worden ist. 

Die Versuchsanordnung war die folgende: Wir setzten 
zu gleichen Teilen Milch gleiche Teile Magensaft. Zu der einen 
Probe gaben wir eine bestimmte Menge Wasser und zu der 


') Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 
2. Autl., 1909, S. 674. 

?) Emil Abderhalden und Friedrich Friedel, Weitere Bei- 
traige zur Kenntnis der Wirkung des Pepsins. Diese Zeitschrift, Bd. 71, 
S. 449, 1911. 
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anderen Probe dasselbe Volumen einer Natriumoxalatlosung 
von bestimmtem Gehalt (0,5 g Natriumoxalat gelést in 20 ccm 
Wasser bei Anwendung von 100 ccm Milch). Wir stellten die 
Proben verschieden lange Zeit in den Brutschrank und be- 
stimmten dann den Gesamtstickstoffgehalt des Gemisches nach 
Kjeldahl, den Ammoniakstickstoff nach Kriger-Reich- 
Schittenhelm und den Aminostickstoff nach van Slyke.') 
Um festzustellen, ob das Natriumoxalat, das zur Verhinderung 
der Gerinnung zugesetzt wurde, einen Einfluf auf die Pepsin- 
wirkung besitzt, haben wir im Gegensatz zu der eben erwihnten 
Versuchsanordnung die entsprechende Menge der Natriumoxalat- 
losung erst nach dem Magensaftzusatz zugegeben. Ferner setzten 
wir in einzelnen Versuchen die dem zugesetzten Natrium aqui- 
valente Menge Normalsalzsiure zu. Die Einzelheiten der Ver- 
suchsanordnung ergeben sich aus der Zusammenstellung der 
Versuche. 

Das Resultat ist ein eindeutiges. Die Menge des Amino- 
stickstoffs war stets eine grofere, wenn geronnene 
Milch zur Verdauung kam. Die Unterschiede sind in 
einzelnen Fallen allerdings keine sehr erheblichen. 

Bei einem Teil der Versuche haben wir bei der Bestim- 
mung des Aminostickstoffs nach «van Slyke» die salpetrige 
Saure 10 Minuten lang einwirken lassen. Bei anderen Ver- 
suchen dauerte die Einwirkung nur 5 Minuten. Es ergaben 
sich dabei sehr grofe Unterschiede. Auch beobachteten wir, 
dafi die Art und vor allem die Heftigkeit des Schiittelns wihrend 
der Kinwirkung der salpetrigen Séure nicht ohne Bedeutung ist. 
Fiir unsere vergleichenden Versuche sind diese Fehlerquellen, 
wie die erhobenen Befunde ergaben, ohne Bedeutung. Nur 
dirfen die einzelnen Aminostickstoffwerte nicht als absolute 
betrachtet werden. Nach unsern Erfahrungen ist es vorzuziehen, 
die Einwirkung der salpetrigen Saure bei solchen vergleichenden 
Versuchen nicht iiber 5 Minuten auszudehnen. 


') Vgl. hierzu Donald D. van Slyke, Die gasometrische Be- 
stimmung von primarem aliphatischen Aminostickstoff und ihre Anwendung 
auf physiologisch-chemischem Gebiete. Handbuch der biochemischen Ar- 
beitsmethoden, Bd. 5, Teil 2, S. 995, 1912. 
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Versuch 1. 


Vom 17. Januar, 5 Uhr nachmittags bis 22. Januar, 12 Uhr mittags, 
4 Tage, 19 Stunden, bei 37° gehalten. 








1. Probe 2. Probe 
ohne Gerinnung mit Gerinnung 
N als NH, in g 0,007 0,0084 
N als NH, in g | 0,01767 0,0191 
N als Gesamt-N in g | 0,05464 0.0561 
N als NH, in °/o zu Ges.-N | 12,81 14,99 
N als NH, in °/o zu Ges.-N 32,34 34.05 


1. Probe: 10 ccm Milch -+- (10 ccm Wasser ~+- 0,05 g Natr. oxalic.) 
-++ 10 cem Magensaft. 
2. Probe: 10 ccm Milch -+- 10 ccm Wasser -{- LO ccm Magensaft 


i 


Versuch 2. 


42 Stunden im Brutschrank belassen. 








} * » 4 

| 1. Probe | 2. Probe 3. Probe t. Probe 

| r 4 1 90 cem Milch50 ccm Milcl 
50 ccm Milch|50 ccm Milch™ io . 

| rm : +- 10 ccm | - 10 ccm 

| + 10 ccm ahs | Magensaft Magensaft 

| Wasser | ‘°° 


| +- (10 ccm | -++ (10 cem 
Wasser | Wasser 
++ Natr.oxal.) -+ Natr. 


| | + 4cem | oxalic.) 
le 4cem n-HC]| + 4ccm n-HCl 
a wa | Wasser (+4ccmn-HC! 


| Magensaft -+- Natr. oxal.) 
-|. 10 cem -+- 10 ccm 
Wasser | Magensaft 








Ges.-N 


| 
| 
N als NH, in g 0,0338 | 0,027 | 0,0315 |  0,0300 
8 . »] 
N als NH, in g 0.0436 0,033 | 0,045 |  0,0392 
. : | | x | 
‘ . . T 
Se 0.2627 | 0.2207, | 0.2522 | ORB 
Nals NH, in‘o | a5 | 1242 | 1250 | 12,56 
zu N | 
aie ee” | 16,45 | 16,47 
| | | 
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Versuch 3. 


Probe 2—4 nach 24stiindiger Verdauung untersucht. 


405 





1 Prot 2. Probe 
; rope 


3. Probe 
4. Probe 





cum Natr. cum Natr. 
sofort unter- oxalic. — _ | ohne Natr. 
Gerinnung er ena 
sucht !) - Gerinnung oxalic 
verhindert zuvesetzt | 
N als NH, in g 0,0298 0,0350 0,0345 0),0369 
N als NH, in g 0.0344 0,0384 0,0404 0.04414 
N als Ges.-N in g 0),2732 0),2417 0.2277 3 3=| = 0,2277 
N - N } 0/,, " 7 
N ” Pie N . 10.89 14.49 15,16 16,20 
—s  ¢ 
eee) tae 15.88 17,75 19.38 


zu Ges.-N 
1. Probe: 


50 ccm Milch +- 20 ccm Wasser. 


2. und 3. Probe: 50 ccm Milch +- (10 ccm Wasser -{- 0,25 g Natr 
oxalic.) + 10 ccm Magensaft. 


4. Probe: 50 ccm Milch -+- 10 ccm Wasser -+- 


J, 


Versuch 4. 


{0 ccm Magensatt 


Probe 2—4 nach 48stiindiger Verdauung untersucht. 














2. Probe 
cum Natr. 


! 


|. Probe 


3. Probe | 
cum Natr. 
oxalic. 


4. Probe 





sofort unter- | oxalic. ohne Natr. 
© iG nach der 
Gerinnung “yee ; 
such! , Gerinnung oxalic. 
verhindert zugesetzt 
N als NH, in g 0.0298 0.0352 0.0377 0.0436 
N als NH, in g 0,0344 0.05325 0,0570 0,0772 
N als Ges.-N in g 0.2732 0,02389 0.2357 0.2574 
Nals NH, in*» | 49 gy 14.73 15.98 16.92 
zu (Ges.-N 
N als NH, in °%o 12.58 22 29 24.19 29 98 


zu Ges.-N 


1. Probe: 50 cc Milch +- 20 ccm Wasser. 


—_e 


2, und 3. Probe: je 50 cem Milch -+- (10 ccm Wasser -+- 


Natr. oxalic.) -+- 10 ccm Magensatt. 


4. Probe: 50 ccm Milch -+ 10 ccm Wasser -+- 


O.25 : 


rm 


10 ccm Magensaft 


') Nach nur 5 Minuten dauernden Einwirkung der salpetrigen Saure 
wurden bedeutend (bis 50°/o) niedrigere Werte fiir den Aminostickstoft 


erhalten. 








see ' . ee ’ 
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Versuch DBD. 
24 Stunden im Brutschrank bei 38—39° C. 








Prot 2. Probe 3. Probe 4. Prob 
l. Probe cum Natr. | cum Natr. ee 
sofort oxalic. oxalic. nach ohne Natr. 
Gerinnung — der Gerinnung 
untersucht ou ; a oxalic. 
verhindert zugesetzt 
N als NH, in g 0,017) (),0280 00,0298 0),0298 
Nals NH, in g | 0,0283 | — 0,0368 0.0389 0,0393 
Nals Ges.-Ning | 02557 | 0.2196 | 0.2259 (0.2137 
N als NH, in "0 | 6 848 12.76 13.17 | 13,98 
zu (es.-N 
aiendy 16,75 | 17,62 18,38 


zu Ges.-N. 


Die 1. Probe enthalt 50 ccm Milch + 20 ccm Wasser. 
Die 2. und 3. Probe enthalt je 50 ccm Milch +- 10 ccm Wasser 


| 10 cem Magensaft. Auferdem enthalten die 2. und 3. Probe in den 
10 com Wasser je 0,25 g Natr. oxalic. 


Versuch 6. 
48 Stunden im Brutschrank bei 38—39° C. 











1. Prol 2. Probe 3. Probe |, —_ 
inca cum Natr. | cum Natr. li claaa 
sofort oxalic. | oxalic. nach | ohne Natr. 
Gerinnung | der Gerinnung | i; 
untersucht | verhindert | zugesetzt | ne 
N als NH, in g 0.0175 0,0298 0,0298 0,0315 
N als NH, in g 0.0283 0,0427 | 0,0465 0,0599 
N als Ges.-N in g (),2557 ().2512 | 0.2277 02312 
S in ° | 
N als NH, in "| 6 948 12,88 13.07 13,63 
zu Ges.-N. | 
1 ' ; | 
. 0 j ~ 
N als NH, in “fo | 11.06 18,47 20,42 25,88 


zu Ges.-N 


Die 1. Probe enthélt 50 cem Milch +- 20 ccm Wasser. 

Die 2. und 3. Probe enthalt: 50 cem Milch + (10 ccm Wasser 
'- 0.25 g Natr. oxalic.) 4+- 10 ccm Magensaft. 

Die 4. Probe enthalt: 50 cem Milch + 10 cem Wasser +- 10 ccm 


Magensaft. 





N 








_— 
oS 
~) 
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Versuch 7 


Nach 38stiindigem Aufbewahren im Brutschrank. 











| 3. Probe | 4. Probe | 5. Probe 
| 1. Probe 2. Probe | 
| 50 cem Milch. 50 cem Milch, 50 ccm Milch, 


'50 ccm Milch, 50 ccm Milch, 10 e¢emWasser 10. cem Magen. 10ccm Magen- 
10cem Magen- 10ce m Magen- +- Natr. oxal. ealt, 10-com| salt, Icon 
| | saft, 10 ccm | saft, 10cem) (0,25 g), Wasser | Wasser 
10ccm Magen- 7" 

| -|- Natr. oxal., ++ Natr. oxal., 


| saft, 
vi \ asser 4 HY - C ‘ ‘ 
4ccm Wasser) 4 ccm n-H ly ecm n-HCl 4 cem Wasser 4 ccm n-HC€l 


| Wasser, | Wasser, 
| 
| 
| 





N als NH, in g | 0,02977 0,029% | 00,0280 | 0,0298 0,0287 

N als NH, in g |  0,05036 004910 | 00,0414 0.0466 |  0,0459 

Nals Ges.-Ning!) 0,2206 0.2206 |  0,2206 02228 | 0,217! 

. a. 2 om 0 | 

N als Em "| 19:40 13,33 | 12,69 13,38 | 13,22 
des Ges.-N | | | 

N als NH, in °/o!| 99 89 29 24 | 1876 | 2091 | 2148 


des Ges.-N 


Versuch 8. 


38'/2 stiindiges Verweilen im Brutschrank. 


2. Probe 3. Probe 


| 40 ccm Milch, 10 ecm Milch, 
5 ccm Wasser | 10 ccm Magensaft. 





1. Probe 


10 ccm Milch, 


LOccm Magensaft, | +- 0,05 g Natr. 5 ccm Wasser 
a ccm Wasser, | oxal., - 0,05 g Natr. oxal., 


/0.8cem n-HC], 10ccmMagensaft,, 0,8 cem n-HECl, 


aii 0.8 com n-HCl, Natr. oxal.-Zusatz 





dis ohne nach eingetretener 
ferinnung | Gerinnung Gerinnung 

N als NH, in g | 0.0083 | 0,0078 | 0,0080 

N als Ges.-N in g | 0,0483 | 0,0483 | 0,0483 

wy Z . 0 | 

a a © 17,20 | 16.02 16,61 


zum Ges.-N 


Bei diesem und dem folgenden Versuche dauerte die Zer- 
setzung nach van Slyke nur 5 Minuten. 
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Versuch 9. 


Emil Abderhalden und Friedrich Kramm., 


47 Stunden im Brutschrank aufbewahrt. 





2. Probe 


10 cem Milch, 


0 ce Mile - r 
LO ccm Milch Db cem Wasser 


|. Probe 


10cem Magensaft. 1 0.05 ¢ Natr 
| ’ => * . 
5 cem Wasser, oxal., 


O.8 cem n-HCl, 
0.8 cem n-HE], 


10ccm Magensaft, 


3. Probe 
{0 ccm Milch, 
10 ccm Magensaft, 
5 ccm Wasser 


+. 0,05 ¢ Natr. oxal., 


O.S ecem n-HCl. 
Natriumoxal. nach 








mif 
lia ohne der Gerinnung 
» Oo . 
ene Gerinnung zugesetzt 
N als NH, in g 0.0085 0.0077 0.0082 
N als Ges.-N in g 0.0476 0.0476 0.0486 
i als I O'y ~ » OF 
N als NH, in 17.49 16.21 16.85 


zum Ges.-N 

Kragestellung 2. Welchen Einfluf hat das Kochen 
der Milch auf die Verdauung durch Magensaft? 

Die Versuchsanordnung war die folgende: Frische Milch 
wurde in zwei Teile geteilt. Die eine Halfte wurde ca. 5 Mi- 
nuten gekocht und dann nach erfolgter Abkiihlung mit Magen- 
saft ersetzt. Der anderen Hilfte wurde gleichzeitig die gleiche 
Menge (10 cem) Magensaft zugefiigt und dann beide Proben 
in den Brutschrank gestellt. 

Ks ergab sich, wie die unten mitgeteilten Versuche zeigen, 
dali die gekochte Milch weniger Aminostickstoff nach 
Verdauung mit Magensaft aufwies als die ungekochte. 
Die Unterschiede sind ganz betrichtlich. 

Versuch I. 








2. Probe 5. Probe 





1. Probe 
ales ungekochte Milch gekochte Milch 
—- nach 24stiindiger nach 24stiindiger 
untersucht Verdauung Verdauung 
N als NH, in g 0.0354 ~ 0,0552 0,0461 
N als Gesamt-N in g 0.2557 0,2129 0,2112 
ee 13,8 25.93 21,82 


zu Ges.-N 
Jede Probe enthalt 50 cem 
10 ccm Magensaft zugesetzt. 


Milch. Der 2. und 3, Probe wurde je 
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Versuch Il. 














EEE ee _— a) 
1. Probe 2. Probe 3. Probe 
ungekochte Milch gekochte Milch 
sofort nach 6stiindiger nach 6stiindiger 
Einwirkung Kinwirkung 
untersucht von Magensaft von Magensaft 
N als NH, in g 0.0354 0.0340 (),0267 
N als Gesamt-N in g O,2557 | 01839 O1744 
J ar ~ ~ os 
N als NH, in %o 13,85 18,50 15,28 


zu Ges.-N 
Jede Probe enthalt 50 com Milch, 2. und 3. Probe mit je 10 cem 
Magensaft verdaut. 


Versuch III. 











1. Probe | 2. Probe 3. Probe 
ungekochte Milch gekochte Milch 
sofort i aaa 
nach 6stiindiger nach 6stiindiger 
untersucht | Verdauung Verdauung 
° | 
N als NH, in g 0.0304 — | 0,0394 0),0323 
N als Gesamt-N in g 0).2521 | 0.1531 0.1576 
‘ ~ | in 0 
mae oe 8 12,055 25,74 20),506 


zu Ges.-N 
Jede Probe enthalt 50 cem Milch. Zur 2. und 3. Probe wurden je 
10 ccm Magensaft zugefiigt. 


Versuch IV. 











| 
1. Probe | 2. Probe 3. Probe 


‘ungekochte Milch gekochte Milch 





sofort | nach 24stiindiger nach 24stiindiger 
untersucht Verdauung Verdauung 
N als NH, in g 0,03804 0.0782 0.0680 
N als Gesamt-N in g 0.2521 0.2014 0,1944 
5 : 0 
N als NH, in °o 12,055 38,81 34,98 


zu Ges.-N 
Jede Probe enthalt 50 cem Milch. Zu der 2. und 3. Probe wurden 
je 10 ccm Magensaft zugesetzt. 
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Versuch V. 














1. Probe | 2. Probe 
gekochte Milch § ungekochte Milch 
38 Stunden verdaut | 38 Stunden verdaut 





Nals NH, ing. .... | 0,0076 | 0,0085 

N als Gesamt-N ing . . | 0,0490 | 0,4904 
} 

N als NH, in %Jo zu Ges.-N | 15,487 | 17,34 


Zur Anwendung aes fiir jede Probe: 10 ccm Milch -+- 10 cem 
Magensaft. 

Bei diesem und dem folgenden Versuch dauerte die Zer- 
setzung nach van Slyke nur 5 Minuten, wihrend in allen 
librigen Versuchen die salpetrige Saure 10 Minuten einwirkte. 


Versuch VI. 





1. Probe | 2. Probe 
gekochte Milch | ungekochte Milch 
44°/4 Stunden verdaut 44°/4 Stunden verdaul 





Nals NH, ing..... | 0,0076 | 0,0086 
| 

N als Gesamt-N ing .. | 0.0483 | 0,0483 

N als NH, in °/o zum Ges.-N | 15,81 | 17,70 


Zur Anwendung kamen bei jeder Probe: 10 ccm Mich -++ 10 ccm 
Magensaft. 























Weiterer Beitrag zur Kenntnis von Polypeptiden, an deren 
Aufbau d-Aminobuttersaure beteiligt ist. 
Von 
Emil Abderhalden und Hsing Lang Chang, 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. 3.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Marz 1912.) 


Die Synthese von Polypeptiden, an deren Aufbau a-Amino- 
buttersaure beteiligt ist, wurde aus verschiedenen Griinden in 
Angriff genommen. Einmal interessierte es uns, zu erfahren, 
wie sich die peptolytischen Fermente gegentiber derartigen Poly- 
peptiden verhalten und vor allem, ob sich ein Unterschied zeigt, 
je nachdem d- oder |-Aminobuttersiiure als Baustein von Poly- 
peptiden auftritt. Es zeigte sich,!) dab Glycyl-d-aminobutter- 
sdure von Hefeprefisaft gespalten wird, dagegen blieb Glycyl- 
l-aminobuttersiiure unangegriffen. Glycyl-dl-aminobuttersaure 
wurde asymmetrisch gespalten. Glycyl-l-aminobuttersaure, d- 
Aminobuttersiure und Glykokoll blieben tibrig. Aus dieser 
Beobachtung geht hervor, daf die d-Aminobuttersaure offenbar 
eine Konfiguration besitzt, auf die bestimmte Fermente ein- 
gestellt sind, wiihrend |-Aminobuttersiiure die «ferment-fremde » 
Komponente darstellt. 

Wir hofften ferner durch eingehende Studien der a-Amino- 
buttersiure und ihrer Derivate feststellen zu kOnnen, ob diese 
Aminosaure als Bausiein der Proteine vorkommt. Bemerkens- 
wert ist in dieser Hinsicht die von Herrn Wurm im hiesigen 


1} Emil Abderhalden, Hsing Lang Chang und Erich Wurm, 
Synthese von Polypeptiden. Derivate der a-Aminobuttersiure und ihr 
Verhalten gegeniiber pepltolytischen Fermenten. Diese Zeitschrift, Bd. 72, 
S. 24, 1911. 
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Institut gemachte Beobachtung, da} aus der Aminobuttersiure 
auffallend leicht Ammoniak abgespalten wird. Es gilt dies ganz 
besonders fiir die Bedingungen, unter denen Eiweifkorper 
hydrolysiert werden. Wir werden in einer spéteren Mitteilung 
auf diese Beobachtung zurtickkommen. 

Endlich sind im hiesigen Institute umfassende Unter- 
suchungen tiber eine Reihe von struktur-isomeren Polypeptiden 
im Gange. Es sollen zuniichst struktur-isomere Polypeptide darge- 
stellt werden, die aus drei verschiedenen Aminosiiuren bestehen. 
In unserem Falle wurden als Bausteine Glykokoll, d-Alanin und 
d-Aminobuttersiiure gewihlt. Eine eingehende Untersuchung der 
Kigenschaften der einzelnen Tripeptide soll einen Einblick in die 
Verschiedenheiten solcher relativ einfach gebauter Molekile er- 
Offnen. Wenn schon aus den gleichen Bausteinen bestehende Di- 
und Tripeptide so sehr verschiedene Eigenschaften aufweisen, 
dann laBt sich verstehen, daf es Tausende von verschiedenartigen 
Proteinen gibt, die in letzter Linie die gleichen Bausteine auf- 
weisen und zum Teil auch in gleichen Mengenverhaltnissen, und 
sich nur durch die Reihenfolge, in der die einzelnen Bausteine 
sich folgen, unterscheiden. Jeder auch noch so geringfiigige 
Unterschied in der Struktur geniigt, um ganz neue Eigenschaften 
zu priigen. Wir werden bald tiber Versuche berichten konnen, 
die sich auf das biologische Verhalten von strukturisomeren 
Polypeptiden beziehen. 

Wir haben folgende Verbindungen dargestellt: 

Glycyl-dl-aminobuttersdureanhydrid; d-Amino- 
butyryl-glycyl-d-aminobuttersiure; d-Aminobutyryl- 
elyceyl-d-alanin; d-Aminobutyryl-d-alanin; Glycyl-d- 
aminobutyryl-d-alanin; d-Aminobutyryl-glycin; d- 
Alanyl-d-aminobutyryl-glycin. Ferner haben wir die 
Waldensche Umlagerung durchgefiihrt. 

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber das optische 
Verhalten der drei struktur-isomeren Tripeptide und der ent- 
sprechenden Halogenacylverbindungen, aus denen sie durch 
Aminierung entstanden sind. Die Unterschiede im Drehungs- 
vermogen sind sehr groBe. Wir kommen auf diese Befunde 
noch eingehend zuriick, wenn weiteres Material vorliegt. 











Weiterer Beitrag zur Kenntnis von Polypeptiden. td 
[a] 5. 
d-Brombutyryl-glycyl-d-alanin — 21,32" 
Chloracetyl-d-aminobutyryl-d-alanin — 61,94° 
d-Brompropionyl-d-aminobutyryl-glycin — 12,83° 
d-Aminobutyryl-glycyl-d-alanin — 7,80° (in Wasser 
gelost). 
Glycyl-d-aminobutyry|-d-alanin — 72,62° (in Wasser 
gelést). 
d-Alanyl-d-aminobutyryl-glycin + 13,86° (in n-Salz- 


siiure gelost). 


Experimenteller Teil. 


Glycyl-dl-aminobutterséureanhydrid. 


CO-NH 
CH, CH, - CH NCH, 
NNH CO 


3,4 g Glycyl-dl-aminobutterséure wurden mit 30 cem 
Methylalkohol tibergossen und durch Einleiten von trockener, 
gasformiger Salzsiure verestert. Nach erfolgter Sattigung der 
LOsung mit Salzsiure wurde noch 10 Minuten auf dem Wasser- 
bad erwarmt und dann unter vermindertem Druck zur Trockene 
verdampft. Den Riickstand nahmen wir in 20 ccm Athylalkohol 
auf und leiteten in die LOsung bis zur Sattigung trockenes gas- 
formiges Ammoniak. Bald erfolgte Abscheidung von Chlor- 
ammon. Von diesem wurde abfiltriert und das Filtrat unter 
vermindertem Druck zur Trockene verdampft. Den Riickstand 
kochten wir wiederholt mit Essigather aus. Beim Abkiihlen der 
eingeengten Losung fiel das Anhydrid krystallinisch aus. Ks wurde 
aus heifem Wasser umkrystallisiert. Es krystallisiert aus Wasser 
in rhombischen Tafeln. Glycyl-dl-aminobutterséureanhydrid ist 
léslich in Essigiither, Athyl- und Methylalkohol, unléslich in 
Aceton, Petroliither, absolutem Ather, Benzol, Chloroform, 
schwer léslich in kaltem, leichter léslich in heigem Wasser. Es 
schmilzt bei 238°. Den gleichen Schmelzpunkt geben E. Fischer 
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und Haske!) fiir das aus a-Aminobutyryl-glycin dargestellte 
Anhydrid an. 

Zur Analyse wurde iiber Phosphorpentoxyd bei 100° 
cetrocknet. 

0.1080 g Substanz brauchten 15,30 ccm !/10 n-Sehwefel- 
saure. 

0,1560 g Substanz gaben 0,2905 g CO, und 0,1008 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,.N,O, (142): C = 50,709/o; H=7,049/o; 
N — 19,72 %/o. 

Gefunden: C = 30,79°/o; H = 7,18°%/0; N = 19,85°%/o. 





Umwandlung von |-Aminobuttersaure in d-Aminobuttersaure mittels 
Nitrosylbromid. 


) g l-Aminobuttersdure (Ja. = — 7,43°) wurden mit 
einem Gemisch von 6 g Schwefelsiiure und 15 cem Wasser iiber- 
gossen. Dazu fiigten wir 8 g Bromkali und 12 g Brom. In das 
mit Eis gekiihlte Gemisch leiteten wir nun in der tiblichen Weise 
drei Stunden lang einen kriftigen Strom von Stickoxyd ein. 
ann wurden 4 g Brom zugegeben und das Einleiten des Stick- 
oxds noch zwei Stunden fortgesetzt. Jetzt wurde zur Entfernung 
der Hauptmenge des Broms Luft durch die Lésung gesaugt und 
schlieBlich tropfenweise Natriumbisulfit zugefiigt. Die  ent- 
standene Brombuttersiure wurde durch Ausiithern von der 
wisserigen Lésung abgetrennt, der Ather mit Chlorcalcium 
getrocknet und dann nach erfolgter Filtration verdunstet. Der 
Riickstand wurde bei 0,5 mm Druck destilliert. Die Brombutter- 
siure ging zwischen 83 und 8) tiber. Die Ausbeute betrug 8 g 
= 75°/o der Theorie. 

Die so gewonnene a-Brombutterséure drehte bei 20° in 
einem 0,25 dm langen Polarisationsrohr bei Natriumlicht 5,55° 
nach rechts, d = 1,439. 

la]? = + 15,43°. 


20° | 


') Emil Fischer und Karl Raske, Derivate der a-Aminobutter- 
siure. Untersuchungen iiber Aminosaéuren, Polypeptide und Proteine, 
1906, S. 510. 
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Zur Uberfiihrung der d-a-Brombuttersiiure in d-a-Amino- 
buttersaéure wurden 3,8 g der Bromsdaure ganz allmihlich unter Eis- 
kiihlung mit 25°/oigem wasserigem Ammoniak tibergossen. Die 
Lisung verblieb 4 Tage im Brutschrank. Sie wurde dann unter 
vermindertem Druck zur Trockene verdampft, der Riickstand 
in Wasser gelist und die Lésung mit Bleioxyd gekocht. Auf 
diese Weise wurde das entstandene Bromammon entfernt. Aus 
der filtrierten Losung fiillten wir das geliéste Blei mit Schwefel- 
wasserstoff. Dann wurde das Filtrat vom Bleisulfid durch Durch- 
leiten von Luft vom Schwefelwasserstoff befreit und schlieBlich 
auf dem Wasserbade bis zur beginnenden Krystallisation ein- 
geengt. Die Ausbeute an reiner d-Aminobuttersiiure betrug 1,6 g 
= 70°/o der Theorie. Sie schmolz gegen 302° (korr.). 

Zur Analyse wurde bei 100° tiber Phosphorpentoxvd 
getrocknet. 

0,1629 g Substanz gaben 0,2793 g CO, und 0,1260 g H,O. 

Q,1657 g Substanz verbrauchten 16,30 ccm "/10-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,H,NO, (103): C = 46,60°/o: H = 8,74/o; 
N = 13,599/o. 

Gefunden: C = 46,76%o; H = 8,60°/o; ye 13,78 °/o. 

0,2263 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Losung 6,8502 g. d = 1,006. 

a im 1 dm-Kohr bei Natriumlicht 0,17° nach rechts. 


2) 0 ad 
| “4 = -+ 5,11°. 


Es war somit Racemisierung eingetreten. Die Feststellung 
der Bildung von d-Aminobuttersiéiure aus |-Aminobuttersiiure 
bei der Behandlung mit Nitrosylbromid bestitigt unsere friihere 


Beobachtung. 


Darstellung von d-Brombutyrylchlorid. 


20 g d-Brombuttersiure wurden mit 20 g Thionylchlorid 
libergossen und das Gemisch 4 Stunden bei 60° des Wasserbades 
am RiickfluBkiihler erhitzt. Nach Verdampfen des iiberschiissigen 
Thionylchlorids unter vermindertem Druck bei Zimmertemperatur 


32* 
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wurde das gebildete Chlorid bei 2,5 mm Druck destilliert. Es 
ging zwischen 34 und 36° tiber. Die Ausbeute betrug 15 g = 68° 0 
der Theorie. Bei 15 mm Druck geht das Chlorid zwischen 65 
und 69° iiber. 

Wir verwandten das Brombutyrylchlorid zum Aufbau von 
Polypeptiden. 


Darstellung optisch aktiver Di- und Tripeptide. 
d-Aminobutyryl-glycyl-d-aminobuttersaure. 


a) d-Brombutyryl-glycyl-d-aminobuttersaure. 
CH,» CH, -CH- CO-NH- CH, -CO-NH- CH- COOH. 


3 
| | 
Br CH, - CH, 


4,5 g Glycyl-d-aminobuttersaure wurden in 30 ccm n-Na- 
tronlauge (1 Mol.) gelést und die Lésung abwechselnd unter 
guter Kiihlung und Schiitteln mit 6,5 g (11'/4 Mol.) d-Bron.- 
butyrylchlorid und 45 ccm n-Natronlauge versetzt. Die Fliissig- 
keit wurde dann stark angesiuert, wobei ein farbloses Ol 
ausfiel, welches mit Essigiither extrahiert wurde. Der Auszug 
wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Die filtrierte 
Fliissigkeit wurde im Vakuum auf ein kleines Volumen ein- 
geengt und mit Petroliither gefallt. Die Fiallung war zuerst 
dlig, sie wurde jedoch bald fest. Nach zweistiindigem Stehen 
im Eisschrank wurde die Substanz abgenutscht. Das Gewicht 
des so erhaltenen Bromk6rpers betrug 7,05 g oder 81°/o der 
Theorie. Zur Reinigung wurde die Substanz noch dreimal in 
Essigiither aufgenommen und mit Petrolither abgeschieden. 
Das so gereinigte Produkt begann bei 112° zu sintern und schmolz 
bei 139° C. (korr. 141°). 

Zur Analyse wurde im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
bei 56° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

0,1621 g Substanz gaben 0,2301 g CO, und 0,0823 g H,O. 

0,1786g Substanz. Verbraucht 11,70 ccm "/10-Schwefel- 
saure. 

0,1476 g Substanz gaben 0,0898 g AgBr. 








Weiterer Beitrag zur Kenntnis von Polypeptiden. 477 


Berechnetfiir C,,H,,N,0,Br(309) : C= 38,83 9/0; H=5,50 °/; 
N = 9,06°/o; Br = 25,89 °/o. 

Gefunden: CG = 38,71°/o; H = 3,64°%o: N = 9,18°/o: 
Br = 25,89°/o. 

Die d-Brombutyryl-glycyl-d-aminobuttersiéure krystallisiert 
aus Essigither -+ Petrolither in ganz feinen Nadelchen. Sie 
lést sich leicht in Athylither, Essigither, Aceton, absolutem 
Alkohol und Methylalkohol. Sie ist unldslich in Benzol und 
Petroliither. 

0,5694 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Lésung 13,9660 g. Spez. Gew. 1,016. 

a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht: 0,23° nach rechts. 

[a *¢ = -+ 5,55". 
b) d-Aminobutyryl-glycyl-d-aminobuttersiure, 


CH, - CH, -CH- CO-NH- CH, - CO. NH— CH - COOH. 


| 
NH, CH, - CH, 


6 g d-Brombutyryl-glycyl-d-aminobuttersiure wurden mit 
30 cem 25°/oigem Ammoniak 4 Tage im Brutraum aufbewahrt. 
Die Lésung wurde alsdann unter vermindertem Druck einge- 
dampft. Zur Entfernung des Chlorammoniums wurde Silber- 
sulfat in der gewohnten Weise angewandt. Die Lésung wurde 
dann zunachst unter vermindertem Druck und _ schlieflich bei 
gewOhnlichem Druck auf dem Wasserbade bis zur beginnenden 
Krystallisation eingeengt. Auf Zusatz von absolutem Alkohol 
fiel das Tripeptid zuniichst gallertartig aus. Nach einstiindigem 
Stehen im Eisschrank erstarrte das Produkt. Es wurde abge- 
nutscht. Die Ausbeute betrug 3,3 g oder 70°/o der Theorie. 
Nach mehrmaliger Reinigung durch Losen in wenig heibem 
Wasser und Fallen mit Alkohol schmolz das Tripeptid bei 235° 
(korr. 241°) unter Zersetzung. 

0,1514 g Substanz gaben 0,2695 g CO, -+ 0,1033 g H,O. 

0,1102 g¢ Substanz verbrauchten 13,40 ccm "/10-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,,H,,N,0,(245): C = 48,98 9/0: H = 7,76°/0; 
N = 17,14/o. 
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Gefunden: C = 48,55°o0: H = 7,58%o; N = 17,04 %/o. 

Das Tripeptid ist unldslich in absolutem Alkohol, Methyl- 
alkohol, Essigiither, Petrolather, absolutem Ather, Aceton, Ben- 
z0l, Chloroform, leicht léslich in kaltem Wasser, Es ist ge- 
schmacklos. Beim Kochen der wisserigen Lo6sung mit Kupfer- 
oxyd erhilt man eine blau gefarbte LOsung. Auffallenderweise 
erhielten wir mit Triketohydrinden keine Farbung. 

0,1434 g Substanz in Wasser gelost. Gesamtgewicht der 
Losung 10,1934 g. Spez. Gew.: 1,003. 

a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht: 0,18° nach rechts. 


20° ... 9 7AR0 
[a], — -t 12.75 e 


4. d-Aminobutyryl-glycyl-d-alanin. 


a) d-Brombutyryl-glycyl-d-alanin. 


CH, - CH, - CH CO-NH- CH, - CO. NH -CH- CH,. 
be Coot 

6 g Glycyl-d-alanin wurden in 50 ccm _ n-Natronlauge 
(1 Mol.) gelést und mit 10 g d-Aminobutyrylchlorid (11/4 Mol.) 
und 65 ccm Normalnatronlauge (11/1 Mol.) in der wtblichen 
Weise gekuppelt. Die ganze Operation dauerte } 2 Stunde. Nun 
wurde mit Salzsiure versetzt, dann die Lésung mit Essigéther 
extrahiert und der Auszug mit wasserfreiem Natriumsulfat 
getrocknet. Die filtrierte LOsung wurde im Vakuum eingeengt 
und mit Petrolither gefallt. Nach langerem Stehen in der 
Kalte fiel ein Ol aus. Nach dem Abgiefen des Petrolathers 
wurde von neuem mit frischem Petrolither verrieben und 
diese Behandlung des Reaktionsproduktes noch einige Male 
wiederholt. Der Bromkorper schied sich schlieBlich flockig aus. 
Deutliche Krystalle waren nicht zu erkennen. Die Substanz 
wurde abgesaugt und mit Petrolaéther gewaschen. Die Aus- 
beute betrug 6 g = 50°/o der Theorie. 

Das d-Brombutyryl-glycyl-d-alanin lést sich leicht in 
Essigiither, Wasser, Aceton, absolutem Alkohol. Es ist sehr 
schwer lislich in Ather, unléslich in Petrolither, in kaltem 
Chloroform, aber léslich in heiBem. Zur Reinigung wurde die 
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Substanz noch zweimal in Essigither gelést und mit Petrol- 
iither abgeschieden. Beim Erhitzen sintert das d-Brombutyryl- 
glycyl-d-alanin bei 80° und ist bei 145° C. (korr. 148°) klar 
geschmolzen. 

Zur Analyse wurde es tiber Phosphorpentoxyd bei 56° 
im Vakuum bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

0,1794 g Substanz gaben 0,2396 g CO, und 0,0796 g H,O. 

0,1805 g Substanz. Verbraucht 12,00 cem "/10-Schwefel- 
saure. 

0,1263 g Substanz gaben 0,0810 g AgBr. 

Berechnet fiir C,H,,.N,O,Br(295) : C= 36,61 9/0; H=5,08 9/0: 
N= 9,490: Br = 27,12%/o. 

Gefunden: C = 36,43°/o: H = 4,93°o: N = 9,320: 
or = 27,29 9/0. 

0,1328 g d-Brombutyryl-glycyl-d-alanin wurden in Wasser 
gelést. Gesamtgewicht der Losung 7,1295 g. Spez. Gew.: 1,007. 

Drehung in 1 dm-Rohr 0,40° nach links. 

la}, = — 21,32°. 


d-Aminobutyryl-glycyl-d-alanin. 


CH, + CH, - CH - CO- NH- CH, - CO. NH- GH: CH,. 
| | 
Br COOH 


3 g d-Brombutyryl-glycyl-d-alanin wurden mit 20 cem 
29°/oigem Ammoniak 4 Tage im Brutraum aufbewahrt. Dann 
wurde die LoOsung unter vermindertem Druck zur Trockene 
eingedampft. Das gebildete Bromammonium wurde mit Silber- 
sulfat in der tiblichen Weise entfernt und dann die Lésung auf 
ein kleines Volumen eingeengt. Nach Zusatz von absolutem 
Alkohol schied sich das Tripeptid nach kurzem Stehen gallert- 
artig aus. Nach lingerem Stehen im Eisschrank erstarrte das 
Produkt. Die Substanz wurde dann scharf abgesaugt und im 
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Die Ausbeute betrug 
1,4 g oder 61°/o der Theorie. Nach mehrmaligem Umfiallen 
der Substanz aus Wasser plus absolutem Alkokol schmolz 
sie bei 239° (korr.). Das Tripeptid ist unldslich in allen or- 
ganischen Lésungsmitteln. Seine wisserige LOsung reagiert 
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auf Lackmus sauer. Sie gibt mit Triketohydrinden keine Blau- 
fiirbung. 

Zur Analyse wurde es im Vakuum iiber Phosphorpent- 
oxyd bei 56° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

0,1590 g Substanz gaben 0,2731 g CO, und 0,1055 g H,0. 

0,0996 g Substanz. Verbraucht 12,82 ccm "/10-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,H,,N,0,(231): C = 46,75 °/o; H = 7,36°%/o: 
N = 18,18 °/o. 

Gefunden: C = 46,8490; H = 7,37°%o; N = 18,02 °%/o. 

0,1065 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Losung 6,9525 g. Spez. Gew.: 1,004. 

a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,12 nach links. 


[a}” = — 7,80°. 


d-Aminobutyryl-d-alanin. 


a) d-Brombutyryl-d-alanin. 
CH, « CH, - CH. CO. NH- CH- CH,. 
bs i 
2 g d-Alanin wurden in 25 ccm n-Natronlauge (1 Mol.) 
gelést und in der iiblichen Weise mit 4,5 g (1 !/4 Mol.) d-Brom- 
butyrylchlorid unter Anwendung von 30 ccm _ n-Natronlauge 
gekuppelt. Dann wurde angesiiuert und mit Essigather ex- 
trahiert. Das Extrakt wurde mit wasserfreiem Natriumsulfat 
getrocknet, die filtrierte Lésung unter vermindertem Druck 
eingeengt und dann mit Petroliither gefallt. Nach zweistiindigem 
Stehen im Eisschrank wurden die abgeschiedenen Krystalle 
abgesaugt. Das Gewicht des trockenen Bromkorpers betrug 
+,12 g oder 78°/o der Theorie. 
d-Brombutyryl-d-alanin ist léslich in Ather, Essigiither, 
Aceton, absolutem Alkohol, Methylalkohol, unldslich in Benzol, 
Petroliither. Es krystallisiert aus Essigather und Petrolather 
teilweise in Wiirfelform und teilweise in dendritisch verzweigten 
Blattchen. Es wird gegen 110° (korr. 112°) weich und schmilzt 
gegen 130° (korr. 132°). Zur Analyse wurde es im Vakuum 
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iiber Phosphorpentoxyd bei 56° bis zum konstanten Gewicht 
getrocknet. 

0,1708 g Substanz gaben 0,2195g CO, und 0,0770g H,0. 

0,1823g Substanz. Verbraucht 7,70cem "/10-Schwefelséure. 

0.2038 g Substanz gaben 0,1609 g Agbr. 

Berechnet fiirC,H, NO,Br (238): C= 35,29°/0; H = 5,059/o; 
N = 5,88°/o; Br = 33,61 /o. 

Gefunden: C = 35,05°/o; H = 5,01°%/o; N = 5,92; 
Br = 33,60°/o. 

0,5586 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Losung 14,8006 g. Spez. Gew. 1,016. 

a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,77° nach links. 





209 


[ay = — 20,08 °. 


b) d-Aminobutyryl-d-alanin. 


CH, - CH,» CH GO + NH- CH: CH,, 


| | 
NH, COOH 


1,6 g d-Brombutyryl-d-alanin wurden mit 10 cem 25°/oigem 
Ammoniak 4 Tage im Brutraum aufbewahrt. Die weitere Ver- 
arbeitung war die tbliche: Eindampfen unter vermindertem 
Druck bis zur Trockene, Lésen des Riickstandes in Wasser, 
Entfernen des Bromammons mit Silbersulfat und Eindampfen 
der Lésung bis zur Krystallisation. Sie wurde durch Zusatz 
von Alkohol vervollstiindigt. Nach zweistiindigem Stehen im 
Kisschrank wurde die Substanz abgenutscht und im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet. Die Ausbeute betrug 0,78 g 
oder 77°/o der Theorie. d-Aminobutyryl-d-alanin krystallisiert 
aus Wasser -+ Alkohol in zu Biischeln vereinigten Nadeln. 
Das Dipeptid ist leicht léslich in Wasser, unldslich in abso- 
lutem Alkohol, Ather, Aceton, Benzol, Essigiither, Petroliither, 
Chloroform. Es schmilzt bei 260° (korr. 266°). Zur Analyse 
wurde es im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd bei 100° bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet. 

0,1567 g Substanz gaben 0,2769 g CO, und 0,1128 g H,0. 

0,1284 g Substanz. Verbraucht 14,90 ccm ®/10-Schwefel- 
saure. 
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Berechnet fiir C,H,,N,0,: C = 48,28°/0; H = 8,05%o; 
N = 16,09 °/o. 

Gefunden: C = 48,19°/o; H = 8,00°%0: N = 16,24°o. 

0,3266 g Substanz in Normalsalzsaure geliést. Gesamt- 
gewicht der Lésung 10,3030g. Spez. Gew. 1,031. 

a im 1 dm-Kohr bei Natriumlicht 0,41° nach links. 


[a], = — 12,55°. 


Glycyl-d-aminobutyryl-d-alanin. 
a) Chloracetyl-d-aminobutyryl-d-alanin. 
CH, - CH, + CH. CO-NH- CH- CH, 


C1. CH, -CO- NE COOH 

3 g d-Aminobutyryl-d-alanin wurden in 25ccem n-Natron- 
lauge (1 Mol.) gelést und die Losung unter starker Kthlung 
und Schiitteln mit 3g (1,5 Mol.) Chloracetylchlorid und 40 ccm 
n-Natronlauge abwechselnd versetzt. Dann wurde angesauert. Da 
keine Abscheidung von Krystallen erfolgte, wurde mit Essig- 
iither extrahiert und das Extrakt mit wasserfreiem Natrium- 
sulfat getrocknet. Nun wurde die filtrierte LOsung unter ver- 
mindertem Druck auf ein kleines Volumen eingeengt und mit 
Petrolither gefallt. Die Féllung wurde nach mehrstiindigem 
Stehen im Eisschrank abgesaugt. Die Gesamtausbeute betrug 
3,3 g oder 77°/o der Theorie. 

Chloracetyl-d-aminobutyryl-d-alanin krystallisiert aus Essig- 
iither +- Petroliither in Nadeln. Es schmilzt bei 190° (korr. 
195°). Die Verbindung ist in Wasser, Essigither, Ather, abso- 
lutem Alkohol, Aceton léslich, unléslich in Benzol, Petrolather 
und Chloroform. Zur Analyse wurde der Ko6rper im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd bei 100° bis zum konstanten Gewicht 
getrockent. 

0,1805 g Substanz gaben 0,2875 g CO, und 0,0969 g H,0. 

0,1290 g Substanz. Verbraucht 10,55 cem "/10-Schwefel- 
saure. 

0,1486 g Substanz gaben 0,0858 g AgCl. 

Berechnet fiir C,H,,N,0,Cl (250,5): C = 43,11°/0; H 
=: §:00°%o: N =< 11,10%le: Cl am 94,17 *%is. 
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Gefunden: C = 43,44°/o; H = 5,97°/0; N = 11,46°/o; 
Cl = 14,28 ° 0. 

0,1264 g Substanz in Wasser geldst. Gesamtgewicht der 
Lésung 6,1902 g. Spez. Gew. 1,028. 

a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht: — 1,30° nach links. 


[a], = — 61,9%4°. 


b) Glycyl-d-aminobutyryl-d-alanin. 
CH, - CH, -CH- CO-NH-CH- CH,. 


NH, - CH, - CO- Ni CooH 

1,5 g Chloracetyl-d-aminobutyryl-d-alanin wurden mit 
15 cem 25° 0igem Ammoniak 4 Tage im Brutschrank aufbe- 
wahrt. Auch hier wurde nach Entfernung des gebildeten Chlor- 
ammons mit Silbersulfat bis zur beginnenden Substanzab- 
scheidung eingeengt. Sie wurde durch Zusatz von Alkohol 
vervollstandigt. Das Tripeptid fallt zunaéchst gallertartig aus. 
Erst ‘nach langerem Stehen im Eisschrank lieB es sich ab- 
nutschen. Es wurde im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet. 
Die Gesamtausbeute betrug 1 g oder 70°/o der Theorie. Ks 
reagiert in wisseriger LOsung neutral auf Lackmus. Die Lés- 
lichkeit ist ahnlich, wie beim d-Aminobutyry|-glycyl-d-alanin. 
Es schmilzt bei 240—241° C. (korr. 247°). Zur Analyse wurde 
es im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd bei 56° bis zum kon- 
stanten Gewicht getrocknet. 

0,1582 g Substanz gaben 0,2694 g CO, und 0,1062 g H,0. 

0,0963 g Substanz. Verbraucht 12,65 ccm "/10-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,H,,N,0, (231): C = 46,75°/o: H= 7,360; 
N = 18,18 °/o. 

Gefunden: C = 46,44 °/o; H = 7,46 °/o; N = 18,40°/o. 

0,1287 g Subsianz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Lésung 6,9310 g. Spez. Gew. 1,006. 

a im 1 dm-Rohr 1,43° nach links. 

[a), = — 76,62°. 


Die wasserige LOsung reagiert sauer und gibt mit Triketo- 
hydrindenhydrat keine Blaufirbung. 
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d-Aminobutyryl-glycin. 


a) d-Brombutyryl-glycin. 


CH, - CH, -CH+ CO. NH CH, - COOH. 
| 
Br 


4 g Glykokoll wurden in 55 cem_ n-Natronlauge (1 Mol.) 
gelést una zu der mit einer Kiiltemischung gekiihlten Fliissig- 
keit in der tiblichen Weise 11,5 g d-Brombutyrylchlorid (11/4 Mol.) 
und 75 cem n-Natronlauge abwechselnd zugesetzt. Die ganze 
Operation dauerte '!2 Stunde. Nach erfolgtem Ansiuern wurde 
die Lésung mit Ather oder Essigither extrahiert und das Ex- 
trakt mit wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet. Die filtrierte 
Losung wurde dann eingedampft und der Riickstand mit Petrol- 
iither gefallt. Das Gewicht des abgesaugten Bromkorpers be- 
trug 8 g oder 70°/o der Theorie. Er schmilzt gegen 92° C. 
(korr. 93°) und ist léslich in absolutem Ather, Essigither, 
Wasser, Aceton, absolutem Alkohol, schwer léslich in kaltem 
Benzol, aber leicht in heifem Benzol, unléslich in Petroléther. 
Der Bromkérper wurde mehrmals in Ather gelist und mit Petrol- 
iither gefiillt. Zur Analyse wurde er im Vakuum uber Phos- 
phorpentoxyd bei 56° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

0,1728 g Substanz gaben 0,2044 g CO, und 0,0769 g H,O. 

0,1346 gSubstanz. Verbraucht 6,00cem ®/10-Schwefelsaure. 

0,1238 g Substanz gaben 0,1034g AgBr. 

Berechnet fiir C,H, NO,Br (224): C =32,14°lo; H=4,46°/0; 
N = 6,25°e; Br = 35,71°lo. 

Gefunden: C = 32,26°/o; H = 4,95°/o; N = 6,25°'0; Br 
= 30,04 °/s. 

0.4982 g Substanz in Wasser gelist. Gesamtgewicht der 
Losung 7,3093 g. Spez. Gew. 1,018. 

«a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht 2,25 nach rechts. 

(af, = + 32,44°. 
b) d-Aminobutyryl-glycin. 
CH, + CH,» CH CO- NH- CH, - COOH. 


3 
| 
NH, 
5 g d-Brombutyryl-glycin wurden mit 30 ccm 25°/oigem 
Ammoniak im Brutschrank 4 Tage aufbewahrt. Nach der tib- 
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lichen Entfernung des Bromammons mit Silbersulfat wurde 
auf ein kleines Volumen eingeengt und mit absolutem Alkohol 
versetzt. Das ausgefallene Dipeptid wurde dann nach einigem 
Stehen bei 0° abgenutscht und im Vakuum iiber Schwefelsaure 
getrocknet. Die Ausbeute betrug 2,2 g oder 62°/o der Theorie. 
Es schmilzt gegen 221° C. (korr. 226°). Es scheidet sich aus 
absolutem Alkohol und Wasser als krystallinisches Pulver ab. 
Zur Analyse wurde es im Vakuum bei 100° iiber P,O, bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet. 

0,1952 g Substanz. Verbraucht 24,50 ccm "/10-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,H,.N,O,(160): N = 17,50°7/o. 

Gefunden: N = 17,58 °/o. 

Alle Bemiihungen, stimmende Werte fiir C zu erhalten, 
schlugen fehl. Die Differenz wurde beim Umkrystallisieren immer 
grofer. Sie betrug fiir C ca. 1—2°/o. Der Wasserstoffwert und 
der Stickstoffwert stimmte stets. Es scheint, dai entweder bei 
der Reinigung eine Veranderung des Dipeptids vor sich geht, 
oder aber die Analyse birgt Fehler in sich. Wir haben das 
d-Aminobutyryl-glycin wiederholt dargestellt und immer die 
gleichen Analysenresultate erhalten. Der Umstand, dai aus 
diesem Dipeptid beim Kuppeln mit d-Brompropionylchlorid und 
nachfolgender Aminierung ein Tripeptid entstand, das richtige 
Analysenwerte ergab, weist darauf hin, dali das verwendete 
Dipeptid rein war. Mit der Aufklairung des merkwiirdigen Ana- 
lysenbefundes sind wir noch beschiaftigt. 

0,1278 g Substanz in Wasser geldst. Gesamtgewicht der 
Losung 8,0325 g. Spez. Gew. 1,007. 

a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,43° nach rechts. 

lal) = + 26,83°. 
d-Alanyl-d-aminobutyryl-glycin. 


a) d-Brompropionyl-d-aminobutyryl-glycin. 


CH, - CH—CO—NB—CB—CH, — Cll, 
| | 
Br CO—NH—CH, - COOH. 


2,35 g d-Aminobutyryl-glycin wurden in 20 ccm n-Natron- 
lauge (1 Mol.) gelést und unter guter Kiihlung und Schiitteln 
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mit 3,5 g d-Krompropionylchlorid (11/4 Mol.) und 30ccm n-Natron- 
lauge (1! 2 Mol.) gekuppelt. Nach erfolgtem Ansaéuren wurde mit 
Kssigiither extrahiert, der Auszug mit yegliihtem Natriumsulfat 
getrocknet und dann die filtrierte Losung im Vakuum einge- 
engt und der Riickstand mit Petrolather gefallt. Der Bromkorper 
bildete jetzt eine weilie, rasch fest werdende Masse. Aus dem 
Gemisch von Essigiither -+- Petrolather krystallisiert der Brom- 
koOrper in langen Nadeln. Die Gesamtausbeute betrug 3,05 g 
oder 70°/o der Theorie. Zur Reinigung wurde die Substanz 
zweimal aus Essigither -+- Petrolather umkrystallisiert. 

Der Bromkérper ist in Ather, Essigiither, absolutem Al- 
kohol, Methylalkohol, Aceton und Wasser loslich, unldslich in 
Petrolither. Das d-Brompropionyl-d-aminobutyryl-glycin schmilzt 
bei 163° (korr. 166°). Zur Analyse wurde es im Vakuum tiber 
Phosphorpentoxyd bei 56° getrocknet. 

0,1291 g Substanz. Verbraucht 9,03 ccm "/10-Schwefel- 
saure. 

0,1675 g Substanz gaben 0,1080 g AgBr. 

0,1721 g Substanz gaben 0,2314 g CO, und 0,0765 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,,N,O,Br (295): C = 36,61°/o: H 
= 5,08°%o; N = 9,499%/o; Br = 27,12°%o. 

Gefunden: C = 36,6790; H = 4,94°/o: N = 9,60°/o; 
Br = 27,44°/o. 

Zur optischen Bestimmung wurde der Bromkorper in 
Wasser gelost. 

0,1081 g Substanz. Gesamtgewicht der Loésung 7,3311 g. 
Spez. Gew. 1,004. Drehung im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht: 
0,19° nach links. 





laj = — 12,83°. 


D 


b) d-Alanyl-d-aminobutyryl-glycin. 


CH, + CH—CO - NH- CH- CH, - CHg. 
| | 
NH, CO—NH- CH, - COOH. 
1,8 g¢ d-Brompropionyl-d-aminobutyryl-glycin wurden mit 
10 cem 25°/oigem Ammoniak 4 Tage im Brutraum aufbewahrt. 
Das Bromammonium wurde aus der eingedampften Losung nach 
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Aufnahme des Riickstandes in Wasser mit Silbersulfat entfernt. 
Das Tripeptid fiillt aus der eingeengten wiisserigen Lésung auf 
Zusatz von Alkohol gallertartig aus. Es wurde nach einigem 
Stehen fest und konnte dann auf einer Nutsche abgesaugt 
werden. Die im Vakuum tiber Schwefelsiure getrocknete Sub- 
stanz wog 1 g. Zur Reinigung wurde sie noch dreimal in Wasser 
aufgenommen und mit absolutem Alkohol abgeschieden. 

Das Tripeptid schmilzt bei 210° (korr. 214°) und ist in 
allen organischen LOsungsmitteln unloslich. Zur Analyse wurde 
liber P,O, bei 56° getrocknet. 

0,1550 g Substanz gaben 0,2650 g CO, und 0,1012 g H,O. 

0,1080 g Substanz. Verbraucht 14,05 ccm " 10-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir CgH,,N,0, (231): C = 46,75"0; H=7,369/0; 
N = 18,18°/o. 

Gefunden: C = 46,63°/o; H = 7,26°%0; N = 18,23°/o. 

Q,0562 g Substanz in Normalsalzsiiure gelist. Gesamt- 
gewicht der Losung 7,2198 g. Spez. Gew.: 1,02. 

a im | dm-Rohr bei Natriumlicht: 0,11° nach rechts. 

lal” = + 13,86° in 9/1-HCI. 

Die wiisserige, sauer reagierende Lésung gibt mit Triketo- 
hydrindenhydrat keine Blauférbung. Auf Zusatz einer Spur 
1/10-Natronlauge erfolgt Gelbfarbung. Diese geht rasch in Braun- 
und dann in Griinfarbung iiber. 


Anhang. 


Die in der 1. Mitteilung beschriebene Glycyl-d-amino- 
buttersaure war optisch nicht ganz rein, wie schon eine Ver- 
gleichung des gefundenen Drehungsvermégens mit dem der 
Glycyl-l-aminobuttersiiure ergab. Wir haben dieses Dipeptid noch- 
mals dargestellt und fanden la} = — 20,33 °. 

0,4416 g Substanz in Wasser gelist. Gesamtgewicht der 
Losung 8,3544 g. d = 1,014. a im 1 dm-Rohr bei Natrium- 
licht 1,09° nach links. 








Uber die Spaltung der Kohlenhydratphosphorsdureester. 
Von 


Hans Euler und Yngve Funke. 





(Der Redaktion zugegangen am 11. Miirz 1912.) 


Kohlenhydratphosphorsdureester bezw. deren lésliche Salze 
werden durch ein im Hefenprefsaft vorkommendes hydrolysie- 
rendes Enzym, von den Entdeckern Harden und Young’) 
Hexosenphosphatase genannt, hydrolysiert. Uber die Verbreitung 
dieses Enzyms ist noch wenig bekannt. Da das Enzym und 
sein Verhaltnis zum synthetisierenden Agens, der Phosphatese, 
besonderes theoretisches Interesse beansprucht, so hat der eine 
von uns sich bemiiht, dieses Enzym zu isolieren und zu reinigen. 
Es wurde auch versucht, zu diesem Zweck ein geeigneteres 
Ausgangsmaterial zu finden, als es der Hefenprefisaft ist. Ob- 
wohl diese Versuche noch zu keinem positiven Resultat gefthrt 
haben, sollen sie einleitend hier mitgeteilt werden.?) 


I. 


1 g Natriumphosphorsaureester +- 25 ccm Pepsinlésung 
(10°/o Pepsin puriss. Merck in 1 n-HCl) + 45 ccm H,0 +- 0,2 ccm 
Toluol. 

Nach 180 und 250 Minuten wurden der Mischung Proben 
entnommen, in welchen der Gehalt eventuell gebildeten freien 
Phosphates untersucht wurde. Das Resultat war vollstandig 
negativ, auch nach 4 Stunden (Temp. 18,3°) war keine Ester- 


spaltung nachzuweisen. 


') Proc. Roy. Soc., Bd. 82, S. 321, 1910. 
?) Diese Versuche wurden von Herrn Hj. Ohlsén und Fraulein 


Th. Berggren ausgefihrt. 
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Il. 


1 g Natriumphosphorsaureester +- 25 ccm Pankreatin- 
l6sung (etwa 3°/oige LOsung von Pankreatin-Rhenania) -+- 45 ecm 
H,O -+ 0,2 cem Toluol. 

Nach 3 Stunden (bei Zimmertemperatur) keine Spaltung. 


lil. 


1 g Natriumphosphorsidureester -+- 10 ccm Glycerinextrakt 
der Darmschleimhaut eines frisch geschlachteten Kaninchens 
- 50 cem H,O -++- 0,2 ccm Toluol (Temp. 30°). 

Der L6sung wurden von Zeit zu Zeit Proben von 10 ccm 
entnommen, in welchen die freien Phosphate durch Magnesia- 
mischung gefallt wurden. 

Minuten 0 140 00 730 
Mg,P,0, 00,0011 g 0,0020g 0,0082¢ 0,0165 g 

Hier war allerdings eine geringe Spaltung eingetreten. 
Indessen ist diese Wirkung im Vergleich mit derjenigen der 
Hefenphosphatase sehr gering. Die Versuche werden unter 
Abénderung der H- bezw. OH-Konzentration des Mediums 
wiederholt. 

IV. 

1 g Natriumester -}- 25 ccm defibriniertes blut eines frisch 
veschlachteten Ochsen -}- 40 ccm H,O. 

Die Analysen wurden in folgender Weise angestellt. Nach 
2, 4 und 6 Stunden wurde der Versuch mit NH, in 20 ccm 
abgebrochen. Im Mefizylinder wurde die LOsung mit Magnesia- 
mischung gefallt und mit NH, auf 200 ccm verdiinnt. Nach 
12 Stunden hatte sich die Fallung abgesetzt: es wurden nun 
dem Mefizylinder 100 ccm klare Lésung entnommen, das Am- 
moniak vertrieben und mit Alkali 1 Stunde gekocht, wobei der 
Ester gespalten wurde. Die Versuchsfehler sind natiirlich hier 
recht erheblich. Es konnte aber festgestellt werden, daf in 
6 Stunden jedenfalls weniger als 6°/o des angewandten Esters 
gespalten worden waren. 

Ein entsprechender, minimaler Effekt wurde mit der Ma- 
ceration von frischen Nieren von Kaninchen erhalten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXVII. 33 
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Nachdem es sich also gezeigt hatte, dafi weder Pepsin 
noch Trypsin den Kohlenhydratphosphorsaureester zu spalten ver- 
mogen, und nachdem unter den angegebenen Bedingungen weder 
mit Blut noch Nierenmaceration eindeutige Resultate erhalten 
worden waren, schien es geboten, zu untersuchen, ob im Tier- 
korper tiberhaupt eine Spaltung des Esters eintritt, oder ob 
derselbe, per os eingefiihrt, den K6rper unzersetzt verlaBt. Im 
letzteren Falle wiirde ja die Aussicht, die Phosphatase in einem 
Organ des TierkOrpers aufzufinden, sehr gering sein. 

Es wurden also Versuche mit lebenden Kaninchen ange- 
stellt, und zwar 3 Versuchsreihen mit je 3 Tieren. 

Diese Versuche wurden im physiologischen Institut des 
hiesigen Karolinischen Instituts ausgefiihrt, dessen Vorstand, 
Herrn Prof. J. Johansson, wir fiir freundliche Hilfe bestens 
danken. 

In einer unserer Versuchsserien erhielten die Tiere phos- 
phorarme Nahrung, unter Zusatz von 1 g Calciumsalz des 
Kohlenhydratphosphorsiureesters, welches dem mit Wasser auf- 
geweichten Brot beigemischt wurde. Dieses Salz ist in Wasser 
schwer loslich, lost sich aber leicht in verdiinnten Mineralséuren. 
Die tigliche Nahrung bestand aus 50 g Brot und 100 g Wasser. 
Diese Diét konnte indessen nicht lange durchgefiihrt werden, 
da sich nach 7 Tagen bei simtlichen Tieren Verstopfung und 
Verdauungsstorung einstellte. 

In zwei weiteren Versuchsreihen wurde deshalb den 
mit der unten angegebenen Nahrung, Brot und Heu, vorbehan- 
delten Tieren tiglich 1 g Salz gegeben. 

Ks erwies sich sehr schwierig, Serien zu erhalten, bei 
welchen die Schwankungen der Nahrungsaufnahme und -abgabe 
nicht allzu groB sind. Wir werden auf diese Versuche noch 
zuriickkommen und teilen hier nur 3 Versuche ausfthrlicher mit. 

Wie ersichtlich sind die Schwankungen der taglichen 
Abgabe von PO, im Harn beim Versuchstier 3 sehr grof und 
unregelmabig; sie waren bei den hier nicht mitgeteilten Ver- 
suchen noch gréBer; diesen gegeniiber sind die an den Ver- 
suchstieren 1 und 2 erhaltenen Ergebnisse auffallend konstant. 
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Versuchstier 1. 






































Anfangsgewicht: 1610 g. — Endgewicht: 1735 g. 
| Ein- Versuchstage: Tiglich 1 g Calciumsalz 
stellungs- — 0.438 & PO 
tage . “ ’ 
! } ! ’ e e 
1/271/2)3]4)5)|6| 7 Ae 
, oar | | 
Wasser incem. .]| 100 100 | 100 {100} 95 | 105 | 90 | 100 | 110 ; 100 
Brot in g . 50 50] 50] 50] 45] 65 | 45 50) 50) 50 
Urinmenge in ccm} 95 65 | 75} £1} 80}! 70 | 65 75 | 90! 76 
<b Bs o es 
Eg Total-PO,. . {0,210 0,193)0,320| % 0,434 0,344 0,393 0,367 0,417 0,37 
= = | | 
= Anorgan. PO,j0,161 0,130]0,248) = {0,305 0,240 0,28 00,224 0,212) 0,24 
oo ' 
S&S Organ. PO, - }0,049 0,063]0,072] = |0,129/0,100/0,108 '0,143/0,205, 0,12 
Tagl. mittlerer PO,- BO _ | 
Gehalt der festen} 0,08 0,09 
Exkremente in g 
Versuchstier 2. 


Anfangsgewicht: 1580 g. — Endgewicht: 1640 g. 























Ein- Versuchstage: Taglich 1 g Calciumsalz 
stellungs- —= 0,438 g PO, 
tage ; 
‘ag c 
1/2/;1;/2/3/4/5| 6 | 7 Mittel 
| | | 
Wasser incem. .| 150 | 150 [150 | 150 | 85 | 80! 90/130 | 120 | 115 
} | H } 
Brot in g . 70 | 704 70} 70 | 70 | 60 | 50 | 60 70, 65 
Urinmenge in ccm} 95 85] 90) 90] 65 | 75 90 65 | 100 | 85 
€ ~ Total-PO,. . }0,2630,191 emoms 0,572/0,303} — 0,300)0,524 0,43 
ge Anorgan. PO, 0,170/0,110}0,323'0,360 0,431,0,203; — glee gab 0,26 
S&S Organ. PO, . |0,093/0,081 0,088/0,095|0,141/0,100| — 0,147 0,195) 0,12 
Tagl. mittlerer PO,- | 
Gehalt der festen 0,07 0,11 


Kxkremente in g 








33* 
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Versuchstier 3. 


Anfangsgewicht: 1710 g. — Endgewicht: 1860 g. 








Ein- Versuchstage: Tiiglich 1 g Calciumsalz 
egg — 0,438 ¢ PO, 
L 1 2 3 4 | 9d 6 7 & | Mittel 





Wasser in ccm] 300 1|300 | 350 | 325 | 275) 225 | 350) 250 | 300) — 

Brot ing .. DO 50 | 50 | 50/| 50| 50; 50); 50, 50 — 
; | | 

Pe 8 au s MA) 30 | 40 | 30 | 50 | 25 | 40!) 3d | 20!) — 


Urinmenge ccm] 215 |205 | 110 | 195 |210 | 95 | 230 | 200 | 170 | 177 
= g Total-PO, | 0,232 [0,187 0,236 0,221 0,187 0,170/0,381 0,240 0,510 0,25 
= Anorg.PO,| 0,140 ]0,095 0,122 0,162/0,147 0,092 0,230 0,159 0,352 0,15 
ES Organ.PO,| 0,092 {0,092 0,114 0,059 0,040 0,078 0,101 0,081 0,158) 0,10 
Tagl.mittlerer PO,- BO F 
( 


vehalt der festen} O,16 0,20 
Exkremente in g 








In der folgenden Tabelle sind die Mittelwerte der 3 obigen 
Versuche zusammengestellt. 














Mittlere tigliche Auf- Mittlere tagliche Abgabe fiche Aheote 

Ver- nahme von PO, von PO, von organ. PO, 
im Harn 

suchs-IQOhne Mit Ohne | Mil Ohne! Mit 

tier | Phosphorsdureester Phosphorsiureester ed 
g PO, g PO, g PO, 





| 

1 | 0,05 0,05 +0,43 =0,48]0,21 +.0,08 = 0,29 0,37 +0,09 =0,46] 0,055 0,12 
2 |0,07 0,07 +0,43=0,50]0,22+0,11 = 0,33 0,41 +0,14=0,55] 0,085 | 0,12 
3 0,19 |0,19+0,43 =0,62]0,23 + 0,13 = 0,36 0,25+0,20=0,45] 0,09 | 0,10 











Die PQO,-Bilanz soll bald in anderem Zusammenhang 
diskutiert werden. Was die Spaltung des Esters in dem hier 
untersuchten Fall betrifft, so ergibt sich bei taglicher Zugabe 
von 1 g Kohlenhydratester-Calciumsalz = 0,438 g organisch 
gebundenes PO, zur Nahrung: 
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r ot; Mittlere taigliche Zunahme von 
Versuchstier . 





Total-PO, | Organ. gebundenem PO, 
I 0.29—0,46 | 0,055 —0,12 
2 0.33 —0,55 | 0,085—0,12 
3 0.36—0,45 | 0,09 —010 
Die Differenzen betragen also: 
Teteere,.. <.cs se OF 0,22 0,09 
Organ. gebund. PO, . . 0,065 0,035 0.01 


Die Zunahme der organisch gebundenen Phosphorsdure 
im Harn betriigt also weniger als '/4 der gesamten PO,-Zunahme. 
Man muf also schliefen, dai mindestens */4 des auf- 
genommenen Esters im Tierkérper gespalten worden 
sind. 

Wie schon erwiihnt, ist das Organ, in welchem die Ester- 
spaltung vor sich geht, noch nicht festgestellt worden. Wir 
setzen die diesbeziiglichen Versuche fort, nicht nur zu dem 
eingangs erwahnten priparativen Zweck, sondern auch um An- 
haltspunkte iiber das Schicksal des Kohlenhydratrestes dieses 
Esters zu gewinnen. Daf dieser Kohlenhydratrest der Ver- 
brennung unterliegt, ist von vornherein wahrscheinlich, ebenso 
daB diese Verbrennung schneller erfolgt als diejenige der un- 
veranderten Hexosen, da ja die Kohlenhydratkomponente aus 
den Hexosen in den ersten Stadien der Girungsreaktion, also 
wohl auch in den ersten Stadien der Atmungs-Verbrennung, 
entstehen und somit ein Zwischenprodukt des Zuckerabbaus 
darstellen. 

Durch die Ergebnisse von Godlewski und Polzeniusz,!) 
Palladin und Kostytschew?) und L. Iwanoff u. a. ist fest- 
gestellt, dai die Pflanzenatmung mit der Garung insofern sehr 
nahe verwandt ist, als die Veratmung der Kohlenhydrate mit 
einer Girungsspaltung beginnt. Eine Aufteilung der Girungs- 
enzyme und Aktivatoren (Koenzyme) in den hdheren Pflanzen 
ist indessen bis jetzt jedoch nicht geschehen. Fest steht aber, 


‘) Bull. Acad. des sciences de Cracovie, 1897, S. 267, und 1901, 
S. 227. — Godlewski, ebenda, 1904, S. 115. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 214, 1906. 
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dali die Pflanzenatmung wie die Hefegiirung durch Phosphate 
stark befordert wird. Die Mitwirkung der Phosphate an der 
Pflanzenatmung ist kiirzlich der Gegenstand eingehender Dis- 
kussionen von S. Kostytschew,') L. Iwanoff,?) N. Iwa- 
noff*) und Zaleski und Reinhard‘) gewesen, welche sehr 
wertvolle Beitriige zu der experimentellen Loésung dieser Frage 
geliefert haben. 

Uber den Kinflu8 der Phosphate auf den Zuckerzerfall 
im Tierkorper ist noch wenig bekannt. 

Cohnheim®) hat 1903 Mitteilung tiber ein glykolytisches 
Knzym gemacht, welches als eine Zymase bezw. Zymase- 
Komponente anzusprechen wiire. Nach Harden und Maclean®) 
soll Blumenthal’) der erste sein, welcher ein zymaseahnliches 
Knzym in tierischen Geweben vermutet hat. Sehr entschieden 
sprach sich bereits 1903 auf Grund eigener Versuche Stok- 
lasa’) dahin aus, dal} der Zuckerzerfall im tierischen Gewebe 
und die Hefegiirung wesentlich gleichartige Vorgange sind. Er 
hielt die Beweiskraft seiner Versuche gegeniiber Einwanden von 
Mazé, Batelli und Portier aufrecht.°) Neuerdings ist nun 
eine sehr bemerkenswerte Kritik der Versuche Stoklasas von 
Harden und Maclean (I. ¢.) erschienen, nach welcher es 
Stoklasa trotz sorgfiiltiger Arbeit doch nicht gelungen sei, bei 
seinen Versuchen Bakterienwirkungen auszuschlieBen. Harden 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. 15, S. 185, 1908. — S. Kostytschew 
und A. Scheloumow, Jahrb. wiss. Bot., Bd. 50, S. 157, 1911. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 25, S. 171, 1910, u. Bd. 29, S. 347, 1910. 

*) Bull. Acad. des sciences de St.-Pétersbourg, 1910, 5. 303. 

4) Biochem. Zeitschrift, Bd. 27, S. 450, 1910, u. Bd. 33, S. 228, 1911. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 333, 1903; Bd. 42, 5. 401, 1904, 
und Bd. 47, S. 253, 1906. 

6) Journ. of Physiol., Bd. 42, 1911. 

*) Zeitschrift f. diat. u. phys. Therap. Il. (Zitiert nach Harden und 
Maclean.) 

8) Zentralbl. f. Physiol., Bd. 17, S. 465, 1903, u. Bd. 18, S. 793, 1904.— 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 36, S. 622 und 4058, 1903; ebenda, 
Bd. 38, 5. 664, 1905. 

*) Stoklasa, Ernest und Chocensky, Diese Zeitschrift, Bd. 50, 
S. 308, 1907, und Bd. 41, S. 156, 1907. 
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und Maclean konnten eine Zymase in tierischen Geweben 
nicht nachweisen. 

Dali der Zerfall der Hexosen im Tierk6rper in ihnlicher 
Weise geschieht bezw. beginnt wie die Girungsspaltung, ist in 
hohem Grade wahrscheinlich; ebenso ist anzunehmen, dal} auch 
im Tierkérper die Zuckerspaltung enzymatisch erfolgt. 

Man konnte also erwarten, daf auch in tierischen Geweben 
die Zuckerspaltung durch Phosphate, und zwar sowohl durch 
anorganische wie organische bezw. durch einen dem Koenzym 
von Harden und Young entsprechenden Aktivator beschleu- 
nigt wird. 

Diesbeziigliche Versuche, welche der eine von uns an- 
gestellt hat, sind bis jetzt negativ ausgefallen. ls soll gleich 
erwihnt werden, dal} es auf Grund der Ergebnisse von Harden 
und Maclean fiir aussichtslos gehalten wurde, mabgebende 
Versuche ohne Zusatz antiseptischer Mittel anzustellen, und 
es wurde deswegen stets unter Zusatz von Toluol gearbeitet, 
obwohl die Moéglichkeit vorlag, dab hierdurch eine eventuell 
anwesende Zymase in ihrer Wirkung stark beeintriichtigt werde. 

Die Versuche wurden angestellt mit folgenden Organen 
von ganz frisch geschlachteten Kaninchen: 

1. mit fein zerschnittenen Muskeln, 

2. mit Leber, in fliissiger Luft abgekiihlt und pulverisiert. 

Je 1g der Substanz 1 oder 2 wurde in 21 ccm 10°/oiger 
Glukoselésung aufgeschlemmt; 1 ccm Toluol wurde zugefiigt. 
Zu jedem Versuch wurde ein Parallelversuch unter Zusatz von 
0,9 g Na,HPO, bezw. 0,5 g Zymase-Koenzympraparat an- 
gestellt. Das Koenzympraparat war durch Extraktion getrock- 
neter Hefe und Fallung des Extraktes mit Alkohol gewonnen 
worden. 

Innerhalb 24 Stunden wurde keine Kohlensiiure  ent- 
wickelt. Das gleiche negative Ergebnis wurde erhalten, als 
Lebergewebe mit Glycerin extrahiert und einer Glukoselésung 
zugesetzt wurde; 5 ccm Glycerinextrakt -+ 20 ccm 10°/oige 
Glukoselésung +- 1 ccm Toluol. 

Weder in Gegenwart noch in Abwesenheit von Koenzym 
oder Phosphat trat Kohlenséureentwicklung ein. 
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Inwieweit das Pnein, welches nach Batelli und Stern!) 
die Hauptatmung im ‘Tierkérper beschleunigt, Phosphorsiure 
enthilt und mit dem Koenzym der Gérung verwandt ist, geht 
aus der Literatur nicht sicher hervor. 

Die negativen Ergebnisse Hardens und Macleans und 
die hier erwihnten haben den einen von uns zu einer Uber- 
legung veranlabt, deren Konsequenzen im hiesigen Laboratorium 
weiter gepriift werden. 

Auch im Tierkérper wird, wie in der Hefe, der Zucker- 
zerfall in mehreren Phasen verlaufen, an welchen verschiedene 
Enzyme beteiligt sind. Es ist die Méglichkeit gegeben, dal 
diese Enzyme raumlich von einander getrennt sind, so dal 
die primare Umwandlung des Zuckers in einem Organ A, die 
eventuelle intermediire Bildung eines Phosphorsiéureesters in 
einem anderen Organ b, und die schliebliche Bildung von Alkoho! 
und Kohlenséure in einem weiteren Organ C erfolgt. 

Weder A noch B oder C wiirden dann fiir sich die Gérung 
der Hexosen vermitteln kénnen. Es wird sich also darum 
handeln, die Wirkung der beteiligten Organe zu kombinieren 
bezw. dieselben auf diejenigen Zwischenprodukte wirken zu 
lassen, an deren Umwandlung sie speziell beteiligt sind. 

Wird nun vom Organismus die erste Phase der Zucker- 
spaltung in betreffendem Organ A unvollstiindig oder gar nicht 
ausgefiihrt, so wire damit der normale Zuckerabbau im Or- 
ganismus tiberhaupt unméglich gemacht. Es bleibt dann noch 
immer die Moéglichkeit, daB die am weiteren Zuckerabbau be- 
teiligten Enzyme normal funktionieren, und dai somit ein 
Zwischenprodukt, wie der im Kohlenhydratphosphorsdureester 
enthaltene Zuckerrest dem normalen Abbau unterliegt. Diese 
Uberlegung hat die Veranlassung gegeben zu Versuchen tiber 
das Schicksal des Kohlenhydratphosphorsiiureesters in Diabe- 
tikern, welche hier in Angriff genommen sind. 

'‘) Biochem. Zeitschr., Bd. 21, S. 487, 1910; Bd. 33, 5S. 315, 1911: 
Bd. 38, S. 163, 1912. Siehe hierzu Harden und Maclean, Journ. of 
Physiol., Bd. 43, S. 34, 1911. — Thunberg, Skand. Arkiv f. Physiol. 
Bd. 25, S. 37, 1911. 

















Uber den Bau der Nucleinsaure aus der Thymusdriise. 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Marz 1912.) 


Stellt man sich nach der Methode von Neumann nueclein- 
saures Natron aus Thymusdriisen her, so erhialt man als 
Endprodukt, vorausgesetzt, dafi man sorgfiltig mit absolutem 
Alkohol und Ather trocknet, ein feines, weifes, staubendes, 
nicht hygroskopisches Pulver. Das Praparat, das anscheinend 
vollkkommen trocken ist, enthélt nichtsdestoweniger noch 
Wasser; beim Trocknen in der Wirme nimmt es dauernd an 
Gewicht ab. Es ist aber unmoglich, den Endpunkt der Wasser- 
abgabe zu bestimmen, denn hat man nach wochenlangem 
Trocknen im Vakuum tiber Schwefelsiéure bei einer bestimmten 
Temperatur Gewichtskonstanz erreicht, so tritt ein neuer Ge- 
wichtsverlust ein, wenn man die Temperatur um einige Grade 
steigert. Dies wiederholt sich so lange, bis eine eintretende 
Briunung die beginnende Zersetzung des Korpers anzeigt. 

Einer analytischen Bestimmung der elementaren Zu- 
sammensetzung der echten Nucleinséure stellen diese Ver- 
haltnisse natirlich grofie Hindernisse in den Weg, und es ist 
zu verstehen, dafi bisher aufer den Analysen von Miescher 
und Schmiedeberg nur wenig brauchbare EKlementaranalysen 
der Nucleinsiiure existieren. Speziell von dem nach Neumann 
gewonnenen a-nucleinsaurem Natron sind tiberhaupt keine voll- 
stindigen Elementaranalysen vorhanden. 

Ich habe nun die oben angedeuteten Schwierigkeiten bei 
der Trocknung dadurch zu umgehen versucht, dafi ich von 
jeder Trocknung des Praparates in der Warme Abstand nahm 
und die lufttrockene Substanz so analysierte, wie man _ sie 
nach der Trocknung mit Alkohol und Ather erhiilt. 

Es wurden Thymusdriisen nach Neumann in bekannter 
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Weise auf a-nucleinsaures Natron verarbeitet und das erhaltene 
Priiparat zweimal aus Wasser unter Zusatz von wenig Natrium- 
acetat umgefiillt und mit absolutem Alkohol und Ather ge- 
trocknet. Dann resultierte ein weifbes, staubendes Pulver, das 
keine Spur von Biuretreaktion mehr gab. In dieser lufttrockenen 
Substanz wurde der Stickstoff nach Kjeldahl! und der Phosphor 
nach Neumann bestimmt. Das Natrium wurde bestimmt, in- 
dem die Substanz mit dem Neumannschen Saéuregemisch in 
einer Platinschale verascht wurde; dann wurde die tiber- 
schiissige Schwefelsiure und Salpetersiiure abgeraucht, mit 
wenig heifjem Wasser aufgenommen und durch einen kleinen 
Uberschu8 von alkalifreiem Baryt die Schwefelsiure und Phos- 
phorsiiure entfernt. Nach der Filtration vom schwefelsauren 
und phosphorsauren Baryt wurde im Filtrat der tiberschtissige 
Baryt mit Kohlenséure ausgefiillt, filtriert, zur Trockne ver- 
dampft, mit heifem Wasser aufgenommen, wieder filtriert und 
noch einmal zur Trockne verdampft. Dann wurde wieder in 
heifem Wasser geldst, filtriert, mit Salzsiure angesiuert, ein- 
getrocknet, noch einmal mit heibem Wasser aufgenommen, 
von wenig ausgeschiedener Kieselsiiure abfiltriert, nun im ge- 
wogenen Platinschiilchen eingedampft und bis zur Gewichts- 
konstanz schwach gegliht. 

Fiir die Kohlenstoff-Wasserstoffbestimmungen wurde die 
Substanz im Schiffchen mit Kaliumbichromat vermischt. 

Ks wurden folgende Werte erhalten: 
0,1265 g siittigen 11,0 ccm "/10-Séure = 12,18°/o N (Kjeldahl). 
0.1606 » 14,1 » > = 12,30°/o N 
0.1200 » » 10,2 » » = 11,91°%/o N 


0.1642 g siittigen 22,5 cem "/2-Lauge = 7,59°/o P (Neumann). 
0.1450 » 19,2 » » 7,32°/o P 

0.5132 g liefern 0,0701 g NaCl 5,38%]o Na. 

0.4713 » 0.0689 ¢ NaCl = 5,76°%/o Na. 


| 


| 


0.1936 ¢ liefern 0,2143 g CO, und 0,0793 g H,O = 30,19°/o0 C 
und 4,58°/o H. 
0.1553 ¢ liefern 0,1706 g CO, und 0,0677 g H,O = 29,96°/o C 


und 4,88 °/o H. 
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Kin zweites Priiparat von nucleinsaurem Natron, das in 
gleicher Weise wie das erste Priaparat hergestellt war und 
das ich Herrn Dr. Brossa verdanke, gab, nachdem ich es 
noch einmal umgefillt hatte, da es noch schwache Biuret- 
reaktion gab, folgende Zahlen: 


0,1381 g sattigen 12,2 ccm "/10-Saéure = 12,38°/o N (Kjeldahl). 


0,1304 » » 12,4 » » = 12,14°oN 
0,1420 g siattigen 19,7 ccm "/2-Lauge = 7,68°/o P (Neumann). 
0,1470 » > 20,3 » = 7,65°/o P 
0,3355 ¢ liefern 0,0472 ¢ NaCl = 5,54%o Na. 


0,3894 » » 0,0557 » NaCl = 5,649/o Na. 


0,2139 g liefern 0,2375 g CO, und 0,0882 g H,O = 30,28°/o C 
und 4,61°/o H. 


Erstes Priparat: Zweites Priiparat : 
% CG = 30,19 29,96 30,28 
% H = 4,58 4,88 4,61 
% N = 12,18 12,30 11,91 12,38 12,14 
% PF = 750 Ta 7,68 7,68 
% Na= 5,38 5,76 0.54 5,64 


Die Zahlen der beiden unabhingig von einander herge- 
stellten Priiparate zeigen eine so vollkommene Ubereinstim- 
mung, dai ich sie nicht fiir einen Zufall halte. Die Substanzen 
waren urspriinglich garnicht zum Zweck einer Elementaranalyse 
gewonnen, ich hatte anfangs nur Phosphor- und Stickstoff- 
bestimmungen in meinem Priéparat mit Riicksicht auf eine 
andere Untersuchung ausgefiihrt. Erst als ich hier das fiir die 
von mir vorgeschlagene Nucleinsiéureformel C,,H,,N,,0,)P, 
verlangte Verhaltnis von Phosphor zu Stickstoff vollkommen 
der Theorie entsprechend fand, entschloB ich mich dazu, auch 
die anderen Elemente quantitativ zu bestimmen. Die Unter- 
suchung des zweiten, nicht von mir, sondern von Herrn 
Dr. Brossa hergestellten Priiparates von nucleinsaurem Natron 
lhieferte dann genau die gleichen Zahlen. 

Man mul} demnach annehmen, dai die mit Alkohol und 
Ather sorgfiiltig getrocknete Substanz eine konstante Menge 
Wasser zuriickhalt, dem Krystallwasser der krystallisierten 
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Korper entsprechend. Beim Trocknen in héherer Temperatur 
wird dieses «Konstitutionswasser» allmihlich abgegeben, die 
letzten Anteile aber erst bei schon beginnender Zersetzung 
der Substanz. Diese letzten Mengen Wasser wiirden dem 
Wasser entsprechen, das Schmiedeberg!) als «zementartig» 
gebunden ansieht. 

Versucht man nun die experimentell gefundenen Zahlen 
zu meiner Nucleinsiiureformel in Beziehung zu_ setzen, so 
findet man, dafi man zu dem Molekiil der Nucleinsiéure noch 
11 Molekiile Konstitutionswasser hinzufiigen muf, um eine 
anniihernde Ubereinstimmung zu erhalten: 


Berechnet fiir 


C,,H,,Na,N,,0,,P, + 11,0: seaieiiaieal 
oC = 30,82 30,19; 29,96; 30,28 
“oH = 448 4,58: 4,88: 4,61 
%oNa= 5,51 5,38; 5,76; 5,54; 5,64 
YoN = 12,58 12,18; 12,30; 12,38; 12,14; 11,91 
‘6 = Fan 71,59; 7,32; 7,08; 7,69 
Im Durchschnitt gefunden : 
30,14 
1.69 
D,D8 
12.18 
7,06 


Es ist auffallend, dafii der Kohlenstoffwert um ein Be- 
trachtliches hinter dem verlangten Wert zuriickbleibt. Eine 
Erkliirung hierfiir laBt sich geben, wenn man sich erinnert., 
dab die Formel C,,H.,N,,03)P, im Jahre 19072) von mir ge- 
wihlt war, um die bisher in der Literatur vorhandenen Ele- 
mentaranalysenzahlen mit den Ergebnissen meiner quantitativen 
Spaltungsversuche in EKinklang zu bringen. Die Formel enthielt 
deswegen zwei Sauerstoffatome weniger, wie die einfache Auf- 
rechnung der Spaltungsprodukte nach Abzug des Kondensa- 
tionswassers verlangte. 


') Arch. f. exp. Path. u. Ther., Bd. 37, S. 100. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 14. 
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C,H,N,O -+- C,H,N, -+- C,H,N,O, + C,H;N,O -}- 4 C,H,,0, -+- 
Guanin Adenin Thymin Cytosin 
4HPO, = C,,H,,N,,0,,.P, -+ 8 H,O. 

Da ich damals nicht iiber eigene Elementaranalysenzahlen 
verfiigte, habe ich meine Formel um die beiden Sauerstoffatome 
gektirzt, ohne eine nihere Erklirung dafiir zu geben. Rechnet 
man sich heute die fiir die Formel C,,H,,N,,0,,P, -- 11H,O 
verlangten Prozentzahlen aus, so fiillt die oben konstatierte 
Differenz im Kohlenstoffgehalt der alten Formel fort und man 
erhilt durchweg gute Ubereinstimmung. 


Berechnet fiir Gefunden Differenz zwischen 
berechnetem und 


( re  . m —- | 1H,O : im Mittel: gefundenem Wert: 


oC = 80,25 30,14 ~ O11 
%H = 4,40 4,69 + 0,29 
yo Na= 5,40 5,58 +. 0,18 
oN = 12,35 12,18 - 0,17 
%oP —= 7,27 7,56 +. 0,29 


Es wiiren also auf diese Weise die Resultate der quan- 
titativen Spaltung und der Elementaranalysen in Einklang ge- 
bracht und es friigt sich, warum die friiheren Untersucher 
Werte erhalten haben, die wesentlich héher liegen wie die 
aus der jetzt bewiesenen Formel berechneten. Z. B. sind von 
Miescher, resp. Schmiedeberg!') gefunden: 


%o C = 37,32 37,82 Dagegen sind nach der °'o C = 36,34 


“oH = 4,21 4,46  wasserfreien Formel °/o H= 4,05 
%o N= 15,24 15,77 C taal! Vie %o N = 14,82 
% P= 962 9,17 verlangt: °“eP == 875 


Als Erklirung dafiir laBt sich nach unseren neu erwor- 
benen Kenntnissen anfiihren, dafi die Préparate wahrscheinlich 
iibertrocknet gewesen sind. 

Als Beweis fiir diese Behauptung kénnen auch folgende 
Uberlegungen dienen: 

Nach den iibereinstimmenden Beobachtungen aller Unter- 
sucher der Thymusnucleinséure, die auch durch meine jetzigen 





1) Miescher, Arbeiten, Bd. 2, S. 376. 
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Analysen wieder bestatigt werden, ist die Nucleinséure eine 
vierbasische Saure. Ferner ist von mir festgestellt, daB die 
Alloxurbasen mit den Hexosen unter Besetzung der reduzie- 
renden Gruppe derselben verkniipft sind. Denn nach vorsichtiger 
Abspaltung der Purinbasen mit Salpetersiure resp. Salzsaure 
gelangt man zu reduzierenden Korpern.') Solche Substanzen, 
die Alloxurbasen und Kohlenhydrat glukosidartig verbunden 
enthalten, sind dann in der Tat von Haiser und Wenzel?) 
aus dem Fleischextrakt, resp. der Inosinsiéiure (Inosin) und von 
Levene und Jacobs*) aus der Guanylséiure und der Hefen- 
nucleinsiure gewonnen worden. Zweifellos ist also auch in 
der echten Nucleinsiure die Hexose mit den N-haltigen K6rpern 
glukosidartig verbunden. 

Ks ist demnach: 

C,H,.0, + C,H,N,O = C,,H,,N.0O, + H,O 
Guaninhexosid. 
CiH.N,0; -- H,O 
Adeninhexosid. 

C.H,,0, + C,H,N,O = C,,H,,N,0, -+ H,0 
Cytosinhexosid. 

C,H,,0, -|- C,H,N,O, = C,,H,.N,O, + H,O 
Thyminhexosid. 

Diese vier Glukoside bilden jetzt mit einer kondensierten 
Phosphorsiure Ester und zwar so, da eine vierbasische 
Siiure entsteht. Um dies darzustellen, reicht nun allerdings 
nicht das Bild einer Tetrametaphosphorsaiure aus, von der 


folgende Konstitution angenommen‘) wird: 
Jou 


OPO 
NOH 
OH 

ae 

OPO 
NOH 


C,H 00, a C5H3N, 


PO, —0 -— FO 


') Diese Zeitschrift, Bd. 55, S. 407. 

2) Monatsh. f. Chem., Bd. 30, S. 147. 

5) Berichte, Bd. 42, S. 335, 1198; Bd. 43, S. 3150, 3164. 
*) Lidert, Z. f. anorg. Chem., Bd. 5, S. 21. 


iQ 
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Vielmehr wird man auf die Anschauungen Fleitmanns'!) 
zuriickgreifen und eine seiner Tetraphosphorsiiure H,P,0O,,: 


(OH),P — 0 — P(OH) — 0 — POH) — 0 — POM), 
| | | 
() () 0 () 


ahnliche Saure der Nucleinsiure zugrunde legen miissen. Die 
Tetraphosphorsiiure selbst kann deswegen nicht in Frage 
kommen, weil aus ihr bei einer esterartigen Substitution durch 
4 Glukoside eine zweibasische und keine vierbasische Siiure 
hervorgehen wiirde. Zu einem vierbasischen Phosphorsaureester 
gelangt man aber mit Leichtigkeit, wenn man der Nucleinsiiure 
folgendes Phosphorsiiureskelett zugrunde legt: 
Ho)’ > a rp’ Spon, 
“1 No7 | S07 | S07 ; 
OH OH OH Ou 
Dann ergibt sich der Aufbau der Nucleinsiiure folgender- 
mafen : ?) 


(HO),P — OH (:,,H,,N,0, (HO),P — C,,H,,N.O, 
f™% Yin 
QO 0 QO O 
Mal ~~ 
yo On Coll Nal M; oo Cy oll Ng f Ye 
e™ oN 
0 0 ! 0 0 +. 4H,0. 
we oF 
P — OH C,,H,,NL0, P — C,,H,,N,0, 
/\ f% 
O 0 O 0 
(HO),P — OH C, ,H,,N,O, (HO),P — C,,H,,N,0, 


Die Aufrechnung der Elemente fiir die eben entwickelte 
Formel ergibt: C,,H,,N,,P,05,, sie unterscheidet sich also von 
der anfangs von mir entwickelten um den Mehrgehalt von 2 H,O. 
Das hat natiirlich seinen Grund darin, dafi das Phosphorsiure- 
skelett zwei Molekiile Wasser mehr verlangt wie eine Tetra- 
metaphosphorsaure. 

Auf meine anfangs mitgeteilten Analysenzahlen ist dies 


') Liebigs Annalen, Bd. 65, S. 322. Schwarz, Zeitschr. f. anorg. 
Chem.. Bd. 9, S. 281. 

7) Die Reihenfolge der Hexoside, die ja wahrscheinlich Glukoside 
sind, ist willkiirlich angenommen. 
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neue Resultat natiirlich ohne EinfluB, es ist jetzt nur fiir 
C43H;,N,,P,03) + 11 H,O zu schreiben C,,H,,N,,;P,03, + 9H,0. 
Ks zeigt sich aber, wie vorsichtig man beim Trocknen der 
Nucleinsiure zu Werke gehen mui, und fir das eigenartige 
Verhalten des «zementartig» gebundenen Wassers Schmiede- 
hergs wire eine plausible Erklirung gefunden: es ist ein Teil 
des zum Molekiil der Nucleinséure geh6renden Wassers, das 
in der Warme im Vakuum unter Anhydridbildung!) vertrieben 
wird. Aus der Verbindung der Phosphoratome durch Briicken- 
sauerstoff lift sich ableiten, daB ein Teil der Bindungen 
unter Wasseraufnahme leicht aufgespalten wird und so zur 
Bildung sogenannter basischer Salze, die ja mehrfach beobachtet 
sind, Anlafi gibt, z. B.: 


(HO),P — R (HO),P — R 
\ oo 
0 0 0 0 
as ad 
P—R P—R 
/ ‘“ oo 
00 + H,0 HO" 
——_— PB 
0 0 0 0 
\/ e, 
(HO),P — R (HO),P — R. 


Ich habe mich selbstverstandlich bemiiht, weitere Beweise 
fiir die hier entwickelten Anschauungen beizubringen, und habe 
zuniichst versucht, der Glukoside habhaft zu werden. 

Spaltet man nach den Angaben Levenes und Jacobs 
nucleinsaures Natron aus Hefe, so erhalt man,?) den Angaben 
der Autoren entsprechend, das Guanosin, das mit dem von 
Schulze im Jahre 1885) aufgefundenen Vernin identisch ist. 


') Schmiedeberg (Arch. f. exp. Path., Bd. 43, S. 64) hat schon 
eine ahnliche Vermutung ausgesprochen. 

?) Aus der Guanylsiure war es mir in Gemeinschaft mit P. Brig], 
(Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 40), nicht gelungen, Guanosin, resp. Vernin 
krystallisiert zu erhalten. Schulze und Trier geben (Diese Zeitschrift, 
Bd. 70, S. 145) dasselbe fiir die Hefenucleinsaure an. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 420; Bd. 10, S. 80; Bd. 66, S. 128; 
Bd. 70, S. 148. 
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50 g nucleinsaures Natron aus Hefe werden in 250 ccm 
Wasser auf dem Wasserbade gelost und im Drucktopf 3! 2 Stunden 
bei 160° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde von der ausge- 
schiedenen Kohle usw. abfiltriert, der Riickstand noch zweimal 
mit Wasser ausgekocht und die Extrakte mit der Hauptfliissig- 
keit vereint. Diese wurde jetzt mit Baryt ausgefiillt, vom Nieder- 
schlage getrennt und mit Essigsiure angeséiuert. Dann wurde 
die saure Loésung mit Bleiessig ausgefallt, der Niederschlag 
abfiltriert, griindlich gewaschen und das Filtrat solange mit 
Ammoniak und Bleiessig versetzt, bis kein Niederschlag auf 
Zugabe eines dieser Heagenzien entstand, Dieser zweite Blei- 
niederschlag wurde von der Fliissigkeit getrennt und gewaschen 
und beide Bleiniederschliige mit Schwefelwasserstoff in der 
Kilte zersetzt. Nach Zugabe von Baryumcarbonat wurde erwirmt 
und heiB vom Schwefelblei abfiltriert. Aus den Filtraten beider 
Fraktionen schieden sich beim Einengen reichlich Krystalle 
ab. Die K6rper zeigten dabei das von Levene beschriebene 
Verhalten, dal} sie zuniichst gelatinés sich abschieden, um dann 
rasch sich in Krystalle umzuwandeln. Auch nach dem Um- 
krystallisieren aus heifiem Wasser schied sich zuniichst eine 
farblose Gallerte aus, die manchmal aber schon im Trichterrohr 
in dinnen Nadeln krystallisierte. 

Die Substanz enthielt 2 Molekiile Krystallwasser und 
schmolz resp. zersetzte sich ziemlich scharf bei raschem Erhitzen 
bei 238 ° (unkorrigiert). (Schulze gibt 240°, Levene 237° an). 

Q,1561 @ verlieren bei 110° 0,0177 g = 11,35°'o. Ber.: 
11,29°/o. 

0,1384 (bei 110° getrocknet) sattigen 24,4 ccm "/10-Saure 
= 24,70°/o N (Kjeldahl). Berechnet 24,75°/o N. 

An der Identitéit der Substanz, die mit Phloroglucin und 
Salzsiure Pentosenreaktion gab, mit Vernin konnte also kein 
Zweifel sein. 

Spaltet man nun aber in gleicher Weise wie das nuclein- 
saure Natron aus Hefe das nucleinsaure Natron aus der Thymus- 
driise, so kommt man nicht zu dhnlichen Korpern. Ich habe 
die Versuche in der verschiedensten Weise modifiziert, ohne 





jedoch ein anderes Resultat zu bekommen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXVIL 34 
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Ks trat sofort eine Abspaltung von Purinbasen ein, wenn 
iiberhaupt eine Aufspaltung des Molekiils der Nucleinsiure 
erfolgte: operierte man aber mit so milden Eingriffen, dab keine 
Alloxurbasen abgespalten wurden, so befand sich auch noch 
simtliche Phosphorséure in organischer Bindung. 

Als einziges Beispiel von vielen Versuchen sei folgender 
Versuch angefiihrt: 

50 g lufttrockenes nucleinsaures Natron aus Thymus (die 
analytischen Resultate siehe oben) wird in 500 cem Wasser im 
Wasserbade gelést und dann 3 Stunden auf 135° im Drucktopf 
erhitzt. Nach dem Abkihlen erscheint in der katfeebraunen 
Losung ein weiblicher Niederschlag, der abzentrifugiert und 
mit Alkohol und Ather getrocknet wird. Er wiegt 3.5 ¢@ und 
enthilt 32,68°/o N: er ist leicht in Natronlauge ldslich und 
faillt mit Essigsiure amorph und _ vollstindig wieder aus. Er 
gibt positive Murexidprobe starke Diazoreaktion und in viel 
Ammoniak geldOst, mit ammoniakalischer SilberlOsung einen 
starken Niederschlag — ist also grOftenteils Guanin. Aus dem 
Stickstolfgehalt des Niederschlages berechnen sich 2,45 g Guanin. 

O,1417 g siéttigen 32,3 ccm "10-Séure = 32,680 N 
(Kjeldahl). 

Die vom Guanin abgetrennte Zersetzungsfliissigkeit wird 
auf 11 aufgefiillt und zweimal 5 cem fiir eine Stickstoffbestim- 
mung nach Kjeldahl, sowie zweimal 5 cem fiir eine Gesamt- 
phosphorbestimmung nach Neumann benutzt. Ferner werden 
in 10 und in 5 cem Bestimmungen der anorganischen Phosphor- 
siiure durch Fiillung mit Magnesiamixtur vorgenommen. 

decm sittigen 18,1 cem ™/10-Siiure (Kjeldahl) = 5,068 g N 
in 1000 cem. 

deem siittigen 18,3 cem ", 10-Siiure (Kjeldahl) = 5,124g N 
in 1000 cem. 

deem siittigen 32,5 cem" »-Lauge (Neumann) = 3,601 g P 
in L000 cem. 

deem siittigen 33,6 cem "/2-Lauge (Neumann) = 3,723 g P 


in 1000 cem. 
10 ccm liefern 0,0782 g Mg,P,0, = 2,18 g anorganischen P 
1 L000 ccm. 
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5 cem liefern 0,0378 g Mg,P,0, = 2,10 g anorganischen P 
in 1000 cem. 

Die weitere Verarbeitung der Reaktionsfliissigkeit ist hier 
nicht von Interesse, es ist nur wichtig, noch zu erwiihnen, 
daf} mit ammoniakalischer Silberlosung in ihr kein Niederschlag 
mehr erhalten werden konnte. 

In diesem Versuch ist mit der Phosphorsiiure eine ihr fast 
entsprechende Menge Guanin abgespalten worden. 

1. Als anorganischer Phosphor sind 58,74°/o abgespalten. 

2. 50 g nucleinsaures Natron, die auf wasserfreie Substanz 


berechnet 43,5 g Substanz entsprechen und 4,45 g Guanin 
enthalten, haben 2.45 ¢ = 55,8°/o geliefert. 


Dieses verschiedene Verhalten des thymonucleinsauren 
Natrons von dem nucleinsauren Natron aus Hefe unter den 
gleichen Bedingungen ist jedenfalls auffallend; es scheint also 
doch in der Thymonucleinséiure die Hexose mit den Alloxur- 
basen sehr viel lockerer verbunden zu sein, wie in der Hefen- 
nucleinséure die Pentose mit den Purinkérpern. Hiermit stimmt 
die Beobachtung von Frau Kowalevsky') tiberein, die ge- 
funden hat, dafi sich aus der Hefennucleinsiiure die Alloxur- 
basen sehr viel schwerer durch kalte Salpetersiure abtrennen 
lassen, wie aus der Thymusnucleinsiure. 

Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Grafin- 
Bose-Stiftung ausgefthrt. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 248. 








Uber das Cerebron. 
V. Mitteilung. 


Von 


Otto Riesser und H. Thierfelder. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Marz 1912.) 


Vor einigen Jahren beschrieben F. Kitagawa und der 
eine von uns!) eine Base, welche bei der Spaltung des Cerebrons 
mit methylalkoholischer Schwefelséure auftritt. Auf Grund von 
Analysen der freien Base und ihres salzsauren Salzes, welche 
beide schon krystallisieren, kommt ihr die Formel C,,H,,NO, zu. 
Ihre Zusammensetzung entspricht also der eines Dimethy]l- 
sphingosins. Wir mubten es damals zweifelhaft lassen, ob sie 
im Cerebron vorgebildet ist oder erst unter der Einwirkung des 
Spaltungsmittels entsteht. 

Um eine Entscheidung dartiber zu erhalten, nahmen wir 
die Spaltung mit athylalkoholischar Schwefelsiiure vor. Hatte 
sich die Base erst unter der Kinwirkung des Methylalkohols 
gebildet, so durfte bei der Spaltung in athylalkoholischer L6sung 
die Entstehung des entsprechenden Athylderivats erwartet 
werden. 

Wir verfuhren in folgender Weise. Eine Menge von 
einigen Gramm Cerebron wurde mit der 50fachen Menge 10°» 
Schwefelsiiure enthaltenden Athylalkohols 5 Stunden am Riick- 
fluBkiihler gekocht, die LO6sung nach dem Abkiihlen von einem 
wihrend des Erkaltens aufgetretenen Niederschlag abgesaugt 
und das Filtrat nach dem Abkiihlen auf 0° von einer zweiten 
geringen Abscheidung nochmals abgesaugt. Nach Verdiinnen 
mit viel Wasser dampften wir in einer Scnale auf dem Wasser- 
bad ein, bis Triibung und Auftreten eines Ols auf der Ober- 
fliche erfolgte. In der zunéchst untiltrierbaren F'liissigkeit trat 


') Diese Zeitschrift, Bd. 49, 5. 286. 
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auf allmiihlichen Zusatz von Natronlauge noch bei stark saurer 
Reaktion eine flockige Abscheidung auf, welche sich gut ab- 
filtrieren und nach Verreiben mit Wasser auch absaugen lief}. 
Diese leicht rétlich gefiirbte Masse wurde in heifem Alkohol 
gelést, die noch warme Losung nach Versetzen mit alkoholischer 
Natronlauge bis zur stark alkalischen Reaktion in einen mit 
Wasser gefiillten Scheidetrichter gegossen und mit Ather aus- 
geschiittelt. Der durch Schiitteln mit Wasser gereinigte Ather 
hinterlie}S beim Verdunsten einen hellen, stark alkalisch rea- 
gierenden Sirup. Er wurde mit alkoholischer Salzsiiure vor- 
sichtig neutralisiert und im Vakuum getrocknet. Keim Verreiben 
mit Aceton erfolgte eine reichliche weibe Abscheidung, welche 
abgesaugt und aus heifiem Aceton wiederholt umkrystallisiert 
wurde. Auf diese Weise lieB sich ein in diesem L6sungs- 
mittel leichter loslicher Anteil entfernen und eine auch in heifiem 
Aceton schwer ldsliche Substanz isolieren. Sie fiel aus heifem 
Aceton in glitzernden Krystallen aus, welche mikroskopisch als 
vielfach tbereinandergeschobene Plittchen mit teils scharfen 
teils abgerundeten Ecken erschienen und abgesaugt eine silber- 
glainzende filzige Masse darstellten. Der Schmelzpunkt lag bei 
etwa 107°, bei 105° begann die Substanz weich zu werden. 
Sie list sich in Alkohol und warmem Ather leicht auf. Der- 
selbe Korper lait sich nach dem angegebenen Verfahren auch 
aus dem sogenannten Protagon gewinnen. 

Die Analyse der im Vakuum getrockneten Substanz ergab 
folgende Werte: 


CO, H,O C H 

g g o 0), 019 
1. 0.1037 lieferten 0.2514 und 0,1030, das ist 66,12 und = 11,03 
2. 0,0981 » 0.2380 0,1014, >» 66,17 » 11,48 
3. 0.12051) » 02925 » 01291, » » 6620 » 11,90 


+4. 0,1047 > 0.2545 » 0,1066, > >» 66,29 >» 11,51 
). 0.1320 > ‘,4cem N bei 18° u. 756 mm B, das ist 3,81°/o N. 
6. 0,1537 > 0,0613 g AgCl, das ist 9,87°/o Cl 
7. 015884)» 0.0626 >» » > » 9,74%o >» 
8. 0,153 0.0626 > >» » » 10,07% » 


') Diese Praparate waren aus Protagon gewonnen. 
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Se mmnanel - <memt oor camera ream Att, 
! | 
p : ; Berechnet fiir 
1 2 3 4 is 6 | 4 ta) Mittel salzsaures 


Diathylsphingosin 





C | 66,12] 66,17/ 66,20] 66,29) — | — | — | — | 66,19 66,75 
H | 11,03) 11,48] 11,90] 11,31) — | —| —| — | 11,48 11,66 
N 1c. sees. 3,71 
ci] — | — | — | — | — |9.87/9,74| 1007] 9,89 4 


Trotz des zu geringen Kohlenstoff- und zu hohen Chlor- 
gehaltes, welche vermutlich durch Beimengung von etwas 
Sphingosinchlorid bedingt sind, kann kein Zweifel dariiber ob- 
walten, daf hier ein Diathylsphingosin C,,H,,NO, vorliegt. Dafiir, 
dafi die Substanz noch nicht ganz rein war, spricht auch die Be- 
obachtung, dal eine beim Abfiltrieren der heiBben Acetonlésung 
auf dem Filter auskrystallisierende Fraktion nach nochmaligem 
Umkrystallisieren aus Aceton nun erst bei 118—115° schmolz. 

Die aus dem Chlorid wiedergewonnene freie Base haben 
wir bisher nicht krystallisiert erhalten. Ihre alkoholische L6sung 
wird durch alkoholische Schwefelsiiure nicht gefiallt. 

Aus diesem Ergebnis kann man den Schlufi ziehen, dab 
die beiden Basen, welche aus der methyl- und athylalkoho- 
lischen Zersetzungsfliissigkeit des Cerebrons als Chloride isoliert 
wurden, nicht im Cerebron enthalten sind, sondern erst aus 
dem Sphingosin unter der Beteiligung von Methyl- und Athyl- 
alkohol entstehen und als Sphingosin aufgefabt werden miissen, 
in denen 2 Alkyle atherartig gebunden sind. Damit ist die 
Anwesenheit von 2 alkoholischen Hydroxylgruppen im Sphin- 
gosin nachgewiesen. 

Da das Sphingosin selbst beim Kochen mit reiner alkoho- 
lischer Schwefelsiure von derselben Konzentration, wie sie 
fiir die Spaltung benutzt wurde, nicht in die Alkylderivate tiber- 
gefiihrt wird, so muB man annehmen, da’ die Atherbildung 
im Moment der Spaltung erfolgt, dab also eine richtige Al- 
koholyse vor sich geht, und daf die alkoholischen Hydroxyl- 
gruppen an der Bindung des Sphingosins innerhalb des Cere- 
bronmolekiils beteiligt sind. 
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Uber das Cerebron. 
VI. Mitteilung. 
Von 
Karl Thomas und H. Thierfelder. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Marz 1912.) 


1. Nachdem durch vorangehende Untersuchungen!) die An- 
wesenheit von 2 alkoholischen Hydroxylgruppen im Sphingosin 
festgesteilt worden war, haben wir es der Acetylierung unter- 
worfen. Diese vollzieht sich sehr leicht. Beim Zusammenbringen 
mit tiberschtissigem Acetylchlorid lést sich das Sphingosin unter 
Erwiirmen auf. Nach Eindampfen der Losung auf dem Wasser- 
bad bis zum Verschwinden des Geruchs nach Acetylchlorid und 
Zufiigung von Ather erfolgt alsbald die Abscheidung von Kry- 
stallen. Abgesaugt stellen sie eine weie Masse dar, welche in 
Alkoho! sehr leicht léslich ist, sich aber aus ihm umkrystalli- 
sieren lift. 

Die Krystalle scheiden sich aus Ather in Form von beider- 
seits spitzen diinnen Nadeln ab und schmelzen gegen 100°. Ein 
ganz scharfer Schmelzpunkt ist nicht vorhanden. Bei 98° wurde 
die Substanz weich, bei 99 bis 100° war sie geschmolzen. 

Eine Analyse der im Vakuum getrockneten Substanz er- 
gab folgende Werte. 

0,1648 g lieferten 0,4073 g CO, und 0,1517 g H,O, das 
ist 67,40°/o C und 10,23°%e H. 


Gefunden: Berechnet fiir Berechnet fiir 
C.,,H,,NO, -(CH,CO),: C,,H,,NO, - (CH,CO), : 
C. 67,40 9/0 67,15 °/o 68,1 9/0 


H 10,23 °/o 9,98 °/o 10,8 9/0 


') F, Kitagawa und H. Thierfelder, Diese Zeitschrift, Bd. 4%, 
>. 286, O. Riesser und H. Thierfelder, 5S. 508. 
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Nach diesem Ergebnisse war es schon wahrscheinlich, 
dafi es sich um ein Sphingosintriacetat handelte. Zur Sicher- 
stellung haben wir eine Acetylbest'mmung ausgefiihrt. 

Fiir diese Bestimmung beniitzten wir den von Wenzel ') angegebenen 
Apparat, bewirkten aber die Verseifung nicht mit Schwefelséure, sondern 
mit Kaliummethylat und destillierten die gebildete Essigsiure nach Zufiigen 
von Phosphorsiiure im Vakuum ab. Wir haben dieses Verfahren, mit dem 
sich eine Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl verbinden laBt. zuerst mit 
Acetamid ausprobiert und sind im einzelnen folgendermaben verfahren. 

Die abgewogene Substanz wurde im Kjeldahl-Kolben mit 30 ccm 
n-Kaliummethylat (der Methylalkohol war tiber Kalk destilliert) und 30 ccm 
Wasser am schriig aufsteigenden Kihler unter Wasserstoffdurchleitung 
(der Wasserstoff ging durch Kaliumpermanganatlisung und konzentrierte 
Schwefelsiure) 3 Stunden erhitzt, wahrend dessen ein mit dem Kihler 
verbundenes Glasrohr in starke Schwefelsdure eintauchte. Nach Beendigung 
der Verseifung wurde langere Zeit Wasserstoff durchgeleitet und dann nach 
Entfernung der Schwefelsiiurevorlage und Anfiigung des Wenzelschen 
«Dampfwiischers», des absteigenden Kiihlers und der mit gemessenem 
litriertem Barytwasser gefillten Druckflasche und nach Einbringen von 
10 ccm sirupOser Phosphorsaure (spez. Gew. 1,7) in den Verseifungskolben im 
Vakuum destilliert. Nach 6maligem Ersatz des iiberdestillierten Wassers 
durch neues sahen wir die Destillation als beendet an und titrierten das 
Barytwasser unter Benutzung von Phenolphthalein bis zur bleibenden Farb- 
losigkeit. Dadurch lieB sich der Fehler, welcher durch geringe Mengen 
von Kohlenséure verursacht war, ausschalten. Da sich in blinden Vorver- 
suchen ergeben hatte, daB bei 3stiindigem Kochen von 30 cem n-Kalium- 
methylat und 30 ccm Wasser eine Siuremenge entsprechend 1,80 ccm "/10- 
Siure gebildet wird (es ist auch Formaldehydgeruch deutlich wahrnehmbar), 
so wurde diese Menge bei der Ausrechnung in Abzug gebrachi. 

In dem Destillationskolben fiihrten wir nach Einbringen der vor- 
gelegten Schwefelsiure die Bestimmung des Stickstoffs nach Kjeldahl 
in ublicher Weise durch. 

Eine Bestimmung von Acetyl und Stickstoff im Acetamid nach 
diesem Verfahren ergab folgendes Resultat. 0,07526 g (= 0.001276 Mol.) 
verbrauchten 

1. fiir die Acetylbestimmung in 2 Versuchen 13,47 und 14,06 ccm 
n/yo-Lauge und nach Abzug der Korrektur (1,80 ccm) 11,67 und 12,26 ccm, 
d. h. 0,91 und 0,96 Molekiil Acetyl auf 1 Molekiil Acetamid, 

2. fiir die Stickstoffbestimmung in 3 Versuchen 15,0, 15,15 und 
15,15 cem H,SO, (1 cem H,SO, = 1,167 mg N), d. h. im Mittel 23,55 °/o 


statt der berechneten 23,73 °%/o N. 


') Monatsh. f. Ch., Bd. 18, S. 659, und Hans Meyer, Analyse und 
Konstitutionsbestimmung, 2. Aufl., S. 518. 
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0,1858 g (= 0,0004517 Mol.) des acetylierten Sphingosins 
verbrauchten fiir die Acetylbestimmung 16,22 cem und nach 
Abzug der Korrektur 14,42 ccm ®/10-Lauge, und fiir die Stick- 
stoffbestimmung 5,30 ccm Siéure (1 ccm = 1,167 mg N). 

Es sind also gefunden worden auf 1 Mol. Sphingosin 
3,19 Mol. Acetyl oder 33,38°/o Acetyl (statt der fiir Sphingosin- 
triacetat berechneten 31,38°/o) und 3,33°/o N (statt des fiir 
Sphingosintriacetat berechneten 3,41°/o). Es sind also bei der 
Acetylierung 5 Acetylgruppen in das Sphingosin eingetreten. 

Zu demselben Triacetat gelangten wir, als wir die Ace- 
tylierung mit Essigsiiureanhydrid und Natriumacetat bewirkten. 
Sphingosin') wurde !/2 Stunde mit der gleichen Menge Na- 
triumacetat und der vierfachen Menge Essigsiiureanhydrid am 
Riickflubkiihler in schwachem Sieden erhalten und die Ke- 
aktionsmasse nach dem Abkthlen mit Wasser in einen mit 
Natronlauge gefiillten Scheidetrichter gegossen. Beim Schiitteln 
mit Ather ging das Reaktionsprodukt in diesen iiber und schied 
sich beim Verdunsten der durch Schiitteln mit Wasser gerei- 
nigten atherischen Losung in schdénen farblosen Krystallen ab. 

Durch dieseFeststellungen ist dasSphingosin als un- 
gesattigterzweiwertigerAminoalkohol charakterisiert. 

2. In der Arbeit von Kitagawa und dem einen von uns?) 
war von einem in heifem Alkohol schwer léslichen Basensulfat 
die Rede, welches bei der Spaltung des Cerebrons in methyl- 
alkoholischer Schwefelsiiure neben einem leicht l6slichen, in- 
zwischen als Dimethylsphingosinsulfat erkannten, auftritt. Es 
war uns damals nicht mdglich, dieses Sulfat zu charakterisieren. 
Wahrend im mikroskopischen Bild und im Verhalten beim 
Schmelzen grofe Ahnlichkeit mit dem bei der Spaltung des 
Cerebrons mit wiisseriger Schwefelsiure *) gebildeten Sphingosin- 

') Bei dieser Gelegenheit beobachteten wir, dafs das Sphingosin aus 
konzentrierter itherischer Lésung sich in schénen weifen Krystallen ab- 
scheidet, und zwar in verschieden langen, vielfach mit der Liingsseite 
reihenweise zusammenliegenden nadelférmigen Gebilden. 

7a. & &. 

3) In letzter Zeit bewirken wir diese nicht mehr durch Erhitzen 
in der Druckflasche unter Schiitteln, sondern durch Kochen auf dem 
Sandbade am Riickflufkiihler. 
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sulfat bestand, ergaben die Analysen!) abweichende Werte. 
Wir teilen eine Reihe von ihnen mit: 











CO, H,O BaSO, C H  H,SO, 

g g g g °/o °/o %/o 

|. 0.1485 lieferten 0,3359 0,1468, das ist 61,69 1098 — 
2. 0,1879 > 0.4256 0,1851 und 0,0658, » » 61,77 11.02 14,71 
3. 0.1875 > 0.4255 0,1852 » 0.0655, >» 61,89 11,05 14,67 
b. O,1485 > 0.3367 01481 » 0,0533, » » 61,84 11,16 15,08 
5. 0,1473 , 0,3346 0.1456 » 0,0523, » » 61,95 11,06 14,42 
6. 0,1815 0,4100 0,1782 » 0,0641, » » 61,61 1098 14,84 
7. 0,1639 > 0.3721 0,1660 » 00,0580, » » 61,92 11,33 14,86 

8. 0,147 »  0,3342 0,1467 — » » 61,96 1115 — 

9, 0,2142 > 7.4 ccm N bei 18” u. 758 mm B, das ist 3,98°/o N. 

1 2 3 | 4 | 5 6 7 | 8 | 9 


| i 
C 61,69 | 61,77) 61,89| 61,84 | 61,95 61,61, 61,92, 61,96; — 
H 10,98 | 11,02, 11,05) 11,16 11,06 10,98 | 11,33 “a5; ~ 
| | 








N oe ea Oo | == | —=— —_ j — 3,98 
uso, | — | ez) 14.67| 15,08| 14,42} 14,84 14.86 | isn _ 
Gefunden Berechnet 
im Mittel fiir das Sulfat des 

Sphingosins, Methylsphingosins, Dimethylsphingosins 
i 61,83 61,08 62,07 62,98 
H 11,12 10,78 10,92 11,05 
N 3,98 4.19 4.02 3,87 
H,SO, 14,76 14,67 14,08 13,54 


Auf Grund der Kohlenstoffwerte dachten wir an die 
Moglichkeit, da8 ein Monomethylsphingosin vorlige. Die Uber- 
fiihrung der Substanz in das Acetylderivat hat aber ergeben, 
dafi es sich um Sphingosin handelt, dem vermutlich kleine 
Mengen von Dimethylsphingosin beigemengt sind. 

Die Acetylierung wurde mit Natriumacetat und Kssig- 
siiureanhydrid in der oben beschriebenen Weise ausgefiihrt. Das 
isolierte Produkt verhielt sich ebenso wie das aus reinem 
Sphingosin gewonnene; es schmolz aber etwas hoher, bei 100 


') Die Analysen 2—7 sind von Herrn Kitagawa ausgefiihrt nach 
der Methode von Dennstedt, die andern nach der alten Methode. 


EP sane ASE 
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bis 102°. Der Schmelzpunkt einer Mischung beider lag genau 
in der Mitte bei 97—100°. Um jeden Zweifel auszuschlieben, 
haben wir noch eine Acetylbestimmung ausgefiihrt. 

0.2113 g (— 0,000514 Mol.) verbrauchten 16,13 cem 
und nach Abzug der Korrektur 14,33 "/10-Lauge. Es sind also 
gefunden worden auf 1 Mol. der Substanz 2,75 Mol. Acetyl oder 
28,75°/o Acetyl (statt der fiir Sphingosintriacetat berechneten 
31,38°/o). Fir die Stickstoffbestimmung wurden 6,18 ecm H,SO, 
(1 ccm = 1,167 mg N) verbraucht, entsprechend 3,41°/o N 
(berechnet 3,41°/o). Die vorliegende Base ist also Sphingosin. 
Kin Monomethylsphingosin hat sich bisher nicht nachweisen 


lassen.) 


') Das in diesen Tagen in Deutschland ausgegebene Mirzheft des 
Journ. of Biolog. Chemistry enthalt eine kurze Mitteilung von P. A. 
Levene u. W. A. Jacobs. Sie kommen ebenfalls zu dem Ergebnis, das 
Sphingosin als ungesattigten Aminoalkohol aufzufassen und das Dimethyl- 
sphingosin als Kunstprodukt anzusehen. 

Ich habe in meiner letzten Mitteilung tber Sphingosin mir seine 
weitere Erforschung zwar nicht ausdriicklich vorbehalten, aber nur des- 
wegen nicht, weil es mir selbstverstaéndlich zu sein schien, dafs man sie 
mir tiberlasse. Das Sphingosin ist allerdings von Thudichum entdeckt; 
es war aber halb vergessen und ist erst durch meine Arbeiten wieder an 
das Licht gezogen worden. So glaube ich ein Recht auf seine weitere 
Untersuchung zu besitzen. Aufere Umstinde tragen die Schuld, daf seit 
meiner letzten speziell diese Base beriihrenden Veréffentlichung einige 
Jahre vergangen sind. Ich richte an Herrn Levene die Bitte, die weitere 
Bearbeitung des Sphingosins und seiner Derivate, sowie der Cerebrosid- 
gruppe meinem Laboratorium zu iiberlassen. H. Thierfelder. 
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VIII. internationaler Kongref fiir ange- 
wandte Chemie in Washington u. New-York 
vom 4. bis 18, September 1912. 


Der deutsche Ausschu8 zur Vorbereitung des VIII. inter- 
nationalen Kongresses fiir angewandte Chemie hat die Unter- 
zeichneten beauftragt, fiir eine wirdige Vertretung der deutschen 
physiologischen Chemie und Pharmakologie in der Abteilung 
8d des Kongresses Sorge zu tragen. Wir beehren uns in 
Ausfiihrung dieses Auftrages, die Herren Fachgenossen § zur 
zahlreichen Beteiligung an diesem Kongre8 und zur Haltung 
von Vortrigen einzuladen. Die Vortrige kénnen Gegenstinde 
aus dem Gesamtgebiet der physiologischen Chemie und Phar- 
makologie behandeln. 

Vorliufige Anmeldungen von Vortrégen und zur Betei- 
ligung nimmt der mitunterzeichnete Prof. Heffter (Berlin NW. 7. 
DorotheenstraBe 28) entgegen, der auch zu weiteren Aus- 
kiinften tiber den Kongref, insbesondere tiber die vom ameri- 
kanischen Komitee geplanten Rundreisen in den Vereinigten 
Staaten seiner Zeit bereit sein wird. 
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